











Pomen dejavnikov endotelijske prepustnosti 




















The role of endothelial factors in the 














Avtor: mag. Emil Pal, dr. med., specialist infektolog 
 
Naslov disertacije: Pomen dejavnikov endotelijske 
prepustnosti pri patogenezi hemoragične mrzlice z renalnim 
sindromom 
 
Imenovanje mentorice na seji senata UL dne 15.5.2013 
Imenovanje somentorja na seji senata UL dne 15.5.2013 
Komisija za oceno imenovana na seji senata UL MF dne 18.6.2018  
Komisija za zagovor imenovana na seji senata UL MF dne 8.10.2018 
 
Datum zagovora: 8.11.2018 
 
Mentorica: akad. prof. dr. Tatjana Avšič Županc 
Somentor: akad. prof. dr. Franc Strle 
 
Predsednica komisije: doc. dr. Tatjana Lejko Zupanc 
Član: izr. prof. dr. Miroslav Petrovec 






Iskrena zahvala mentorici akad. prof. dr. Tatjani Avšič Županc 
za odlične nasvete, spodbudo in nova znanja, ki sem jih pridobil 
med pripravo doktorske naloge. 
Najlepša hvala somentorju akad. prof. dr. Francu Strletu za 
številne konstruktivne kritike in veliko pomoč pri nastajanju 
naloge. 
Globok poklon dr. Miši Korva za veliko in odlično delo pri 
pripravi in izvedbi raziskave ter številne odlične nasvete. 
Posebna zahvala doc. dr. Nataši Kejžar za obsežno in odlično 
pomoč pri statistični analizi podatkov. 
Lepa hvala dr. Katarini Resman Rus za pomoč pri pripravi 
naloge. 
Najlepša hvala asist. mag. Petri Bogovič, dr. med., Anici 
Kurent, dr. med., Tatjani Remec, dr. med., Maši Klešnik, dr. 
med., Lidiji Lepen, dr. med., Kseniji Ekart, dr. med., mag. 
Boženi Kotnik Kevorkijan, dr. med., Lei Knez, dr. med., 
Barbari Bitežnik, dr. med., za veliko pomoč pri zbiranju 
podatkov. 
Hvala vsem sodelavcem na Infekcijskem oddelku Splošne 
bolnišnice Murska Sobota za pomoč pri aktivni izvedbi 
raziskovalnega dela. 
Hvala vsem preiskovancem, ki so omogočili, da je bila naloga 
izvedena v tako velikem obsegu. 
Članom komisije iskrena hvala za hitro in konstruktivno oceno 
doktorske naloge. 
Lepa hvala doc. dr. Jerneji Farkaš Lainščak za spodbude na 
poti do cilja. 
Največja zahvala mojim najbližjim, Metki, Petru, Lauri, 
Elizabeti, Jožetu, Jožetu ml., Katarini, ki so vedno z mano. 
 
 




KAZALO VSEBINE ............................................................. i 
KAZALO TABEL .............................................................. iii 
KAZALO SLIK ................................................................... iv 
SEZNAM OKRAJŠAV IN SIMBOLOV ........................... vi 
 
1. UVOD ........................................................................ 1 
1.1. NAMEN DELA IN HIPOTEZI ................................................. 5 
2. PREGLED OBJAV .................................................. 6 
2.1. Zgodovinski pregled .................................................................. 6 
2.2. Lastnosti hantavirusov ............................................................. 7 
2.3. Epidemiološke značilnosti hantavirusnih okužb ..................... 7 
2.4. Klinična slika hemoragične mrzlice z renalnim sindromom . 11 
2.5. Diagnostika hantavirusne bolezni .......................................... 17 
2.6. Imunopatogeneza hantavirusnih okužb ................................. 18 
2.7. Pomen VEGF in sVEGFR2 pri patogenezi ............................. 24 
3. PREISKOVANCI IN METODE............................ 28 
3.1. PREISKOVANCI ..................................................................... 28 
3.2. METODE DELA ...................................................................... 30 
3.2.1. Prospektivno spremljanje izbranih kliničnih in 
laboratorijskih kazalcev ............................................................... 30 
3.2.2. Določanje specifičnih protiteles proti virusu PUU in 
virusu DOB ................................................................................... 31 
 
Emil Pal       Doktorska disertacija 
ii 
  
3.2.3. Določanje virusnega bremena .......................................... 31 
3.2.4. Merjenje koncentracije VEGF.......................................... 32 
3.2.5. Merjenje koncentracije sVEGFR2 ................................... 32 
3.2.6. Statistične metode ............................................................ 33 
4. REZULTATI ........................................................... 34 
4.1. Serijsko spremljani preiskovanci ............................................ 34 
4.2. Serijsko spremljanje kliničnih kazalcev HMRS ..................... 37 
4.3. Dinamika laboratorijskih kazalcev pri bolnikih s HMRS ..... 48 
4.4. Dinamika citokina VEGF v poteku HMRS ............................ 57 
4.5. Dinamika receptorja sVEGFR2 v poteku HMRS ................... 60 
4.6. VEGF in sVEGFR2 kot napovedna dejavnika teže bolezni  .. 63 
4.6.1. Koncentracije VEGF in sVEGFR2 v akutnih vzorcih ..... 63 
4.6.2. Povezava dinamike VEGF in receptorja z virusnim 
bremenom ...................................................................................... 67 
4.6.3. Povezava dinamike VEGF in receptorja s kliničnimi in 
laboratorijskimi kazalci ................................................................ 67 
5. RAZPRAVA ............................................................ 69 
6. ZAKLJUČKI ........................................................... 80 
7. POVZETEK............................................................. 82 
8. SUMMARY .............................................................. 86 








Tabela 1: Faze HMRS z značilnostmi. ................................................ 15 
Tabela 2: Najpomembnejše razlike med bolniki z leptospirozo in 
HMRS. .................................................................................................. 16 
Tabela 3: Napotne diagnoze bolnikov s HMRS. .................................. 36 
Tabela 4: Serijsko spremljani klinični kazalci .................................... 38 
Tabela 5: Serijsko spremljani laboratorijski kazalci .......................... 49 
Tabela 6: Koncentracije VEGF in sVEGFR2 v akutnih vzorcih plazme 
in seča. .................................................................................................. 66 
Tabela 7: Povezava med koncentracijami VEGF/sVEGFR2 in diurezo 
oziroma koncentracijami trombocitov v serijsko merjenih vzorcih 








Slika 1: Število potrjenih primerov HMRS v Sloveniji v letih 1985 do 
2017.. .................................................................................................... 10 
Slika 2: Zemljepisna razporeditev dokazanih primerov HMRS v 
Sloveniji. ............................................................................................... 11 
Slika 3: Signalne poti pri aktivaciji povečane prepustnosti 
endotelijskih celic z VEGF. .................................................................. 27 
Slika 4: Pojavljanje HMRS v Sloveniji po mesecih. ............................ 35 
Slika 5: Potek telesne temperature. .................................................... 39 
Slika 6: Pojavnost glavobola. ............................................................... 40 
Slika 7: Pojavnost mialgije .................................................................. 41 
Slika 8: Pojavnost vrtoglavice. ............................................................ 41 
Slika 9: Pojavnost akutne miopije. ...................................................... 42 
Slika 10: Nespečnost  ........................................................................... 43 
Slika 11: Vrednosti sistolnega krvnega tlaka ..................................... 43 
Slika 12: Časovnica diureze ................................................................. 44 
Slika 13: Bradikardija ......................................................................... 45 
Slika 14: Ascites  .................................................................................. 45 
Slika 15: Plevralni izliv ....................................................................... 46 
Slika 16: Velike krvavitve ................................................................... 47 
Slika 17: Manjše krvavitve .................................................................. 47 
 
Emil Pal       Doktorska disertacija 
v 
  
Slika 18: Koncentracije trombocitov . ................................................. 50 
Slika 19: Koncentracije levkocitov ...................................................... 51 
Slika 20: Dinamika koncentracij C-reaktivnega proteina ................. 52 
Slika 21: Dinamika koncentracij prokalcitonina ................................ 52 
Slika 22: Koncentracije kreatinina. .................................................... 53 
Slika 23: Časovnica ocene glomerulne filtracije po metodi Cockroft-
Gault  .................................................................................................... 54 
Slika 24: Dinamika koncentracije alanin aminotransferaze ............. 55 
Slika 25: Dinamika protrombinskega časa  ........................................ 56 
Slika 26: Dnevno spreminjanje aktiviranega parcialnega 
tromboplastinskega časa. .................................................................... 56 
Slika 27: Dinamika VEGF v plazmi  ................................................... 58 
Slika 28: Primerjava dinamike VEGF v parnih vzorcih (plazme in 
seča). ..................................................................................................... 59 
Slika 29: Dinamika receptorja sVEGFR2 v plazmi  ........................... 61 
Slika 30: Primerjava dinamike sVEGFR2 v parnih vzorcev (plazme in 
seča). ..................................................................................................... 62 
Slika 31: Primerjava koncentracij VEGF  in sVEGFR2 v akutnih 




Emil Pal       Doktorska disertacija 
vi 
  
SEZNAM OKRAJŠAV IN SIMBOLOV 
HMRS hemoragična mrzlica z renalnim sindromom 









VEGF žilni endotelijski rastni dejavnik (angl. vascular 
endothelial growth factor) 
sVEGFR2 topni receptor žilnega endotelijskega rastnega 
dejavnika (angl. soluble vascular endothelial growth 
factor receptor) 
PIGF rastni faktor placente (angl. placenta growth factor)  
VE 
kadherin 
žilni endotelijski kadherin (angl. vascular 
endothelial cadherin) 
RdRp od RNA odvisna polimeraza RNA (angl. RNA-
dependent RNA polymerase) 
PAMPs s patogeni povezani molekulni vzorci (angl. pathogen-
associated molecular patterns) 
PRRs prepoznavni receptorji za patogene molekulne vzorce 
(angl. pattern recognition receptors) 
IL-1 interlevkin 1 
IL-6 interlevkin 6 
 
Emil Pal       Doktorska disertacija 
vii 
  
IL-8 interlevkin 8 
IL-10 interlevkin 10 
TNF-α faktor tumorske nekroze α (angl. tumor necrosis 
factor-α) 
TGF-β1 transformirajoči rastni faktor β1 (angl. transforming 
growth factor-β1) 
MAC kompleks membranskega napada (angl. membrane 
attack complex) 
AJ adherentni stiki (angl. adherens junctions) 
 




Patogeni hantavirusi so povzročitelji dveh kliničnih sindromov pri 
ljudeh: hemoragične mrzlice z renalnim sindromom (HMRS) v Evraziji 
in hantavirusnega srčno pljučnega sindroma (angl. hantavirus 
cardiopulmonary syndrome, HCPS) v Amerikah [1–3]. Hantavirusna 
bolezen je sistemska bolezen, ki prizadene različne organe in organske 
sisteme [4]. Klinična slika je zelo pestra. Okužba lahko poteka brez 
kliničnih znakov ali kot težja bolezen z večorgansko prizadetostjo s 
smrtnim izidom. Potek bolezni je delno odvisen od vrste hantavirusa 
[3–8]. 
Klinični znaki nastopijo nenadno s povišano telesno temperaturo, 
bolečinami v mišicah, glavobolom, prehodno kratkovidnostjo, slabostjo, 
bruhanjem, drisko, bolečinami v trebuhu, hrbtu, rdečico obraza in 
vrtoglavicami [7–9]. Značilnost HMRS je okvara ledvic, ki se ji lahko 
pridružijo znaki prizadetosti številnih organskih sistemov. Opisani so 
primeri okvare pljuč, pankreatobiliarnega, endokrinega, 
kardiovaskularnega sistema, osrednjega živčevja in različne krvavitve 
[3,10–12]. 
Patogeneza HMRS je slabo poznana. Značilnost bolezni je disfunkcija 
endotelija s prehodno prepustnostjo kapilar, s posledičnim edemom 
tkiv in organsko prizadetostjo [13–19]. Patogeni hantavirusi 
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povzročajo poškodbo endotelija brez neposrednega citopatskega učinka 
na endotelijske celice [14,18]. Pri nastanku sindroma žilne 
prepustnosti imajo vlogo značilnosti hantavirusa, virusno breme in 
dejavniki gostitelja [3,4,20–22]. 
Pri patogenezi HMRS imajo pomembno vlogo različni citokini in 
kemokini, ki vplivajo na potek in izid bolezni [5,13,22–24]. Citokini 
izražajo številne učinke v odvisnosti od časovnega poteka na mestu 
izločanja (lokalno) in na oddaljenih tarčah. V slovstvu so zaradi 
zapletene funkcije citokinov in njihovega delovanja preko različnih 
mehanizmov pogosto prišli do nasprotujočih zaključkov glede izida 
bolezni [5,25,26]. 
Eden izmed opisanih citokinov je žilni endotelijski rastni dejavnik 
(angl. vascular endothelial growth factor, VEGF) in njegov topni 
receptor (angl. soluble vascular endothelial growth factor receptor, 
sVEGFR2). Družino VEGF predstavlja pet beljakovin, namreč VEGF-
A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D in rastni faktor placente (angl. placenta 
growth factor, PIGF), ki so pri človeku kodirani na različnih genih. 
VEGF-A (v nadaljevanju VEGF) se pod hipoksičnimi in drugimi 
stresnimi pogoji sprošča iz vseh celic v telesu, tudi iz endotelijskih. 
Najpomembnejši mehanizem delovanja VEGF je njegova zmožnost 
povzročiti prepustnost drobnega žilja [27]. VEGF z vezavo na 
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receptorje sproži kaskado dogodkov s posledično ekstravazacijo plazme 
in plazemskih beljakovin, edemom, strjevanjem krvi ter odlaganjem 
začasne fibrinske strome, ki služi kot podlaga za migracijo fibroblastov 
in endotelijskih celic z nastankom brazgotinskega tkiva [28]. VEGF 
deluje lokalno, 0,5 mm od mesta izločanja. Z vezavo na receptorje 
sproži aktivacijo številnih signalnih poti, ki si sledijo v različnem 
časovnem zaporedju [27,28]. 
Receptorji VEGF (VEGFR1 in VEGFR2) so transmembranski 
receptorji tirozinske kinaze z visoko afiniteto, ki se prvenstveno 
izražajo na endotelijskih celicah v fazi proliferacije in migracije po 
vezavi s krožečimi VEGF. Topni receptorji sVEGFR2 delujejo kot 
spužva, ki vsrkajo in inaktivirajo VEGF ter v normalnih pogojih 
preprečijo nastanek sindroma generalizirane žilne prepustnosti 
[29,30]. 
V številnih raziskavah so opisovali vpletenost VEGF in sVEGFR2 pri 
aktivaciji endotelijskih celic v vročinski fazi hantavirusne bolezni ter 
povezavo s težo bolezni [19,31–36]. Patogeni hantavirusi vstopajo v 
celice z vezavo na αvβ3 integrinske receptorje [37]. Po stiku z VEGF 
povzročijo prepustnost endotelijskih celic preko fosforilacije in 
internalizacije žilnega endotelijskega kadherina (angl. vascular 
endothelial (VE) cadherin) s posledično razgradnjo medceličnih stikov 
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(angl. adherens junction, AJ). V novejših raziskavah so opisali vlogo 
VEGF tudi pri remodeliranju in popravilu okvar endotelija [14,15,38]. 
Pri bolnikih s HCPS so opisali normalne koncentacije VEGF v serumu 
ter povečane vrednosti VEGF v plevralni tekočini in aktiviranih 
monocitih v periferni krvi pljuč, kar nakazuje na lokalno izločanje 
VEGF [38].  
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1.1. NAMEN DELA IN HIPOTEZI 
V doktorski nalogi smo proučevali dnevno spreminjanje kliničnih in 
laboratorijskih kazalcev, ki so značilni za HMRS ter pomen dejavnikov 
endotelijske prepustnosti v patogenezi HMRS. 
S prospektivnim, dnevnim spremljanjem izbranih kliničnih in 
laboratorijskih kazalcev smo želeli pridobiti natančen vpogled v potek 
HMRS ter ugotoviti razlike med bolniki, okuženimi z virusom PUU 
oziroma virusom DOB. Zbrane podatke smo primerjali tudi glede na 
težo bolezni. 
Eden od pomembnejših citokinov, ki uravnava žilno prepustnost, je 
VEGF, zato smo v doktorski nalogi proučevali dinamiko VEGF in 
receptorja sVEGFR2 v plazmi in seču bolnikov v času bolnišničnega 
zdravljenja. Zanimalo nas je, ali lahko povežemo potek bolezni, virusno 
breme, izbrane klinične in laboratorijske kazalce s koncentracijami 
VEGF oziroma sVEGFR2. 
 
HIPOTEZI: 
1. Težji potek HMRS je povezan s povečanimi koncentracijami VEGF 
v plazmi in seču.  
2. Pri bolnikih s težjim potekom bolezni so spremenjene koncentracije 
sVEGFR2.  
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2. PREGLED OBJAV 
2.1. ZGODOVINSKI PREGLED  
Prvi zapise o bolezni, ki jo danes poznamo kot HMRS, zasledimo pred 
tisoč leti na Kitajskem [39]. Pozornost svetovne javnosti je zbudila šele 
v času Korejske vojne med leti 1950 in 1953, ko je zbolelo več kot 3000 
pripadnikov mirovnih sil Združenih narodov. Bolezen, ki so jo 
poimenovali korejska hemoragična mrzlica, je pri 30 % bolnikov 
povzročila krvavitve, 10 % bolnikov je umrlo [40,41]. Povzročitelja 
HMRS so dokazali šele leta 1976 v pljučih dimaste miši (Apodemus 
agrarius), gostitelju virusa Hantaan (HTN) [42]. Blažjo obliko 
hantavirusne bolezni, imenovano nephropathia epidemica, ki jo 
povzroča virus PUU in je značilna za skandinavske dežele, so natančno 
opisali leta 1934 [41]. 
Prvi primer HMRS so v Sloveniji opisali leta 1954 pri gozdnem delavcu 
na Pohorju [43]. Avšičeva je v letu 1988 v Sloveniji prvič identificirala 
povzročitelja hude oblike HMRS v Evropi, virus DOB, ki ga prenaša 
rumenogrla miš (Apodemus flavicollis) [44]. Poimenovali so ga po vasi 
Dobrava na Dolenjskem. 
V letu 1993 so v jugozahodnem delu Združenih držav Amerike dokazali 
novo obliko hantavirusne bolezni, HCPS, ki je za razliko od HMRS 
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prizadela predvsem pljuča in je povzročila 40 % smrtnost [45]. 
Povzročitelj HCPS je virus Sin Nombre (SN) [46]. 
V zadnjih letih so dokazali, da so naravni gostitelji hantavirusov, poleg 
malih glodavcev, tudi številni žužkojedi, kot so netopirji, rovke in krti 
[47]. 
2.2.  LASTNOSTI HANTAVIRUSOV 
Hantavirusi imajo negativno usmerjeno, enovijačno RNA (angl. 
ribonucleic acid), obdani so z ovojnico in so sferične oblike, s premerom 
80 do 120 nm. Od leta 2016 jih taksonomsko uvrščamo v red 
Bunyavirales, družino Hantaviridae (Bunyaviridae). Hantavirusni 
genom je sestavljen iz treh segmentov: majhnega (S; angl. small), 
srednjega (M; angl. medium) in velikega (L; angl. large) [48]. Segment 
S nosi zapis za nukleokapsidno beljakovino (N), segment M nosi zapis 
za prekurzor površinskih glikoproteinov Gc in Gn, L segment kodira 
od RNA odvisno polimerazo RNA (RdRp; angl. RNA-dependent RNA 
polymerase) [49]. 
2.3. EPIDEMIOLOŠKE ZNAČILNOSTI 
HANTAVIRUSNIH OKUŽB 
Človek se s hantavirusi okuži naključno z vdihovanjem kužnih 
aerosoliziranih izločkov glodavcev (seč, feces, slina) [3,50]. Opisali so 
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tudi okužbo z ugrizom divjega glodavca [51]. Prenos s človeka na 
človeka so opisali le pri virusu Andes (AND), ki povzroča HCPS v 
Argentini [52]. 
V naravi hantavirusi krožijo med naravnimi gostitelji, ki ne kažejo 
bolezenskih znakov. Virus PUU preživi v naravi pri sobni temperaturi 
približno dva tedna [53], pri nižjih temperaturah tudi dlje [54]. 
Obstajajo posamezni opisi, ki nakazujejo na negativen vpliv okužbe s 
hantavirusi pri naravnih gostiteljih, ki se kaže s krajšo življenjsko 
dobo, počasnejšo rastjo in histopatološkimi spremebami v tkivih 
gostiteljev [3]. Hantavirusi se med gostitelji prenašajo horizontalno 
[3,50]. 
Dejavniki tveganja za okužbo pri ljudeh so stiki z glodavci in njihovimi 
izločki v domačem okolju, aktivnosti, kjer prihaja do aerosolizacije 
izločkov glodavcev (npr. pometanje, čiščenje podstrešij, kleti, delo v 
rastlinjakih), kurjava na drva, vrtnarjenje, poljedelstvo, gozdarstvo, 
rekreativne, profesionalne aktivnosti v naravi, slabi bivalni pogoji 
[7,8,50]. Epidemije nastanejo ob porastu števila gostiteljev v ugodnih 
klimatskih pogojih [50]. 
Časovna in krajevna razporeditev hantavirusnih okužb pri ljudeh je 
odsev distribucije njihovih naravnih gostiteljev. HMRS se pojavlja v 
Evropi in Aziji, medtem ko je HCPS opisan v Amerikah. 
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V nordijskih deželah je edini povzročitelj HMRS virus PUU, ki ga 
prenaša gozdna voluharica (Myodes glareolus). V srednji in vzhodni 
Evropi poleg virusa PUU, ki je najpogostejši, HMRS povzročata tudi 
virus DOB in virus Seoul, ki ga prenašajo podgane (Rattus rattus). 
Virus DOB ima štiri genotipske različice: genotip Dobrava prenaša 
rumenogrla miš (Apodemus flavicollis), genotip Kurkino in Saremaa 
dimasta miš (Apodemus agrarius) ter genotip Sochi miš Apodemus 
ponticus [3,55]. V Evropi so opisani posamezni primeri možnih okužb 
pri ljudeh z virusom Tula (TUL), ki ga prenašajo gozdne voluharice iz 
rodu Microtus sp. [3]. 
 
V Sloveniji sta najpomembnejša povzročitelja HMRS virus PUU, ki 
povzroča blago bolezen in virus DOB, ki povzroča težjo obliko bolezni s 
16 % smrtnostjo [7,8,44,56]. Dokazani so bili tudi štirje primeri blage 
oblike HMRS, ki ga je povzročil genotip DOB-Kurkino [56]. V Sloveniji 
so v gostiteljih, v poljski voluharici (Microtus arvalis), travniški 
voluharici (Microtus agrestis) in vrtni voluharici (Microtus 
subterraneus) dokazali tudi virus TUL [57]. V Sloveniji so v gozdni 
rovki dokazali obstoj virusa Seewis (SWS) [58]. 
Od leta 1985 do 2017 so v Sloveniji dokazali 632 primerov HMRS; 480 
(76 %) bolnikov je bilo okuženih z virusom PUU in 152 (24 %) z virusom 
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DOB (148 genotip Dobrava in 4 genotip Kurkino) (Slika 1, Slika 2).  
 
 
Slika 1: Število potrjenih primerov HMRS v Sloveniji v letih 1985 do 
2017. Z modro so označeni bolniki, okuženi z virusom DOB, z rdečo pa 
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Slika 2: Zemljepisna razporeditev dokazanih primerov HMRS v 
Sloveniji. Z modro so označeni bolniki, okuženi z virus DOB, z rdečo 
bolniki, okuženi z virusom PUU, in z zeleno bolniki,  okuženi z virusom 
DOB-Kurkino [59]. 
 
2.4. KLINIČNA SLIKA HMRS 
Okužba s hantavirusi lahko poteka brez kliničnih znakov, kot blaga 
bolezen ali kot huda bolezen z večorgansko prizadetostjo in smrtnim 
izidom [3]. Potek HMRS je odvisen od virusa in od dejavnikov bolnika. 
Blago obliko HMRS povzročajo virus PUU ter virus DOB genotipa 
Kurkino in Saarema, s smrtnostjo < 1 %, medtem ko virus SEO 
povzroča zmerno obliko HMRS s smrtnostjo okoli 1 %. Hude oblike 
bolezni povzročajo virus HTN, virus Amur in virus DOB s smrtnostjo 
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5 do 15 % [3,60]. 
V poteku HMRS običajno ločimo pet faz: vročinsko, hipotenzivno, 
oligurično, poliurično in konvalescentno, ki so pri blagih oblikah 
bolezni pogosto zabrisane (tabela 1) [3,61–63]. Inkubacijska doba traja 
2 do 4 tedne. Bolezen nastopi nenadno z močno povišano telesno 
temperaturo, z mrzlicami, splošno oslabelostjo, glavobolom, s slabostjo, 
drisko in zaspanostjo. Bolniki imajo močne bolečine ledveno, v hrbtu in 
trebuhu [8]. Značilen klinični znak HMRS, ki je v veliko pomoč pri 
diferencialni diagnozi, je nenadna, prehodna motnja vida s 
kratkovidnostjo [8,64]. Lahko je prisotna relativna bradikardija 
[8,65,66]. Pri telesnem pregledu ugotovimo vnete očesne veznice, 
rdečico obraza, trupa in vratu v obliki črke V ter boleč ledveni poklep 
[8,63]. V izvidih laboratorijskih preiskav izstopajo levkocitoza z 
nevtrofilijo, povečane koncentracije C-reaktivnega proteina (CRP) in 
prokalcitonina (PCT) ter trombocitopenija [3,8,63,67]. Pridruženi so 
lahko znaki okvare ledvic s povečanimi koncentracijami kreatinina v 
krvi, zmanjšano glomerulno filtracijo, proteinurijo, eritrociturijo, 
prisotnimi cilindri v sedimentu seča in znaki prizadetosti jeter s 
povečanimi koncentracijami transaminaz v krvi [8,61,63]. Povišana 
telesna telesna temperatura traja 3 do 6 dni, nato litično pade. 
Sledi hipotenzivna faza z nenadnim padcem krvnega tlaka, šokom 
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in odpovedjo več organskih sistemov. Običajno traja nekaj ur do 2 dni. 
V hujših primerih lahko nastopijo znaki hipovolemično-distributivnega 
šoka. Osnovni mehanizem je okvara endotelija s povečano 
prepustnostjo žilja. Zaradi hemokoncentracije se povečajo vrednosti 
hematokrita [4,6,8,63]. 
Po 3 do 4 dneh (običajno v začetku drugega tedna bolezni) se pojavi 
oligurična faza bolezni. Prevladujejo znaki odpovedi ledvic z oligurijo 
oziroma anurijo. Koncentracije kreatinina dosežejo največje vrednosti. 
Pri hujših oblikah je potrebno začasno nadomestno zdravljenje s 
hemodializo. Bolniki imajo hude bolečine po celem telesu, najizraziteje 
v hrbtu in trebuhu. Pojavijo se motnje elektrolitnega, tekočinskega in 
acidobaznega ravnovesja. Lahko nastopijo blažje krvavitve, ki se 
kažejo kot petehije po koži in sluznicah, subkonjunktivalne krvavitve 
ter tudi obsežne krvavitve (hemoptize, hematemeza, melena, 
hematurija, možganske krvavitve). Opažamo zaplete s strani 
osrednjega živčnega sistema (dezorientacija, somnolenca, halucinacije, 
epileptični napadi, nemir) in pljuč (plevralni izliv, pljučni edem, 
sekundarne bakterijske okužbe) [63]. 
Faza okrevanja (konvalescence) lahko traja nekaj tednov ali celo 
mesecev. Bolezen večinoma mine brez posledic, lahko pa ostanejo 
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različne stopnje ledvične okvare, arterijska hipertenzija, endokrine 
motnje in srčno-žilne bolezni [6,54,63]
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Tabela 1: Faze hemoragične mrzlice z renalnim sindromom z značilnostmi [63].  
1 2 3 4 5 
Vročinska 
faza 
Hipotenzivna faza Oligurična faza Poliurična faza Faza okrevanja 
(konvalescence) 
3 – 6 dni nekaj ur – 2 dni 3 – 5 dni 7 – 14 dni 3 – 6 tednov 
nenaden nastop 
hiter padec krvnega 
tlaka 
oligurija 
izločanje tudi do 
15 litrov seča 
dnevno 
  













    




krvavitve     
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metabolne 
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V diferencialni diagnozi HMRS je v endemičnih krajih pomembno 
pomisliti predvsem na leptospirozo [8,63,68]. Značilnosti in razlike v 
poteku HMRS in leptospiroze so prikazane v tabeli 2 [63]. 
 
Tabela 2: Najpomembnejše razlike med bolniki z leptospirozo in 
HMRS [63].  
Značilnosti Leptospiroza HMRS 




v mečih ledveno 



















skoraj vedno redkeje 
 
Zdravljenje HMRS je simptomatsko z natančnim nadzorom 
tekočinskega, elektrolitnega in acidobaznega ravnovesja. Podatki o 
učinkovitosti zdravljenja HMRS z nukleozidnim analogom ribavirinom 
so omejeni [63,69–71]. Učinkovitega cepiva proti hantavirusom še ni. 
Emil Pal       Doktorska disertacija 
17 
  
Od leta 1990 je v Koreji na voljo cepivo iz inaktiviranega virusa 
Hantaan (Hantavax®) [63,72]. Kljub nizkem deležu serokonverzije je 
uporaba razširjena. Učinkovitost cepiva še ni nedvoumno potrjena [72]. 
2.5. DIAGNOSTIKA HANTAVIRUSNE BOLEZNI 
Diagnoza hantavirusne bolezni temelji na natančnih epidemioloških 
podatkih, poznavanju kliničnega poteka bolezni in sosledja 
laboratorijskih kazalcev. Dokažemo jo z mikrobiološkimi preiskavami. 
Najpogosteje za dokaz okužbe uporabljamo serološke metode, s 
katerimi dokazujemo specifična protitelesa razreda IgM in IgG v 
serumu bolnika, saj so le-ta navadno prisotna ob pojavu prvih kliničnih 
znakov. Za dokazovanje specifičnih protiteles napogosteje uporabljamo 
encimsko imunsko metodo (angl. enzyme-linked immunosorbent 
assay, ELISA) in metodo posredne imunofluorescence (angl. 
immunofluorescence assay, IFA) [3,60,73]. Za hitro dokazovanje 
protiteles razreda IgM ob bolnikovi postelji lahko uporabimo tudi hitre 
imunokromatografske teste [74]. Pri ugotavljanju vrste 
hantavirusnega povzročitelja je zaradi navzkrižne reaktivnosti 
potrebna previdnost. Za neposredni dokaz okužbe s hantavirusi 
uporabljamo verižno reakcijo s polimerazo in reverzno transkriptazo v 
realnem času (angl. real time polymerase chain reaction, RT-PCR), ki 
omogoča potrditev diagnoze pred pojavom specifičnih protiteles 
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[20,25]. Pri bolnikih, okuženih z virusom DOB, lahko dokažemo 
virusno RNA v krvi do 30 dni in pri bolnikih, okuženih z virusom PUU 
do 16 dni po pojavu prvih kliničnih znakov [20,25]. 
2.6.  IMUNOPATOGENEZA HANTAVIRUSNIH 
OKUŽB 
O patogenezi HMRS je malo znanega. Zaradi odsotnosti primernega 
živalskega modela so raziskave imunopatogeneze omejene na 
rezultate, pridobljene v in vitro raziskavah in na redke klinične 
raziskave. V patogenezi hantavirusnih bolezni ima osrednjo vlogo 
okužba endotelijskih celic malih krvnih žil s posledično povečano 
prepustnostjo žilja in trombocitopenija z motenim delovanjem 
trombocitov. Preučevali so vlogo samega virusa, imunskih dejavnikov 
in genetskih značilnosti gostitelja. Izsledki raziskav so bili pogosto 
nasprotujoči [3,13,33,54,62,75–78]. 
Hantavirusi vstopijo v telo z inhalacijo kužnih delcev v pljuča. Okužba 
se prične z vezavo hantavirusnih površinskih beljakovin Gn in Gc na 
integrinske receptorje β na membranah endotelijskih celic pljuč. 
Patogeni hantavirusi se vežejo na integrinske receptorje αvβ3, medtem 
ko nepatogeni hantavirusi za vezavo uporabljajo integrinske receptorje 
α5β1 [75,79]. V razsoju hantavirusov imajo verjetno najpomembnejšo 
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vlogo dendritične celice, ki na svoji površini izražajo integrinske 
receptorje β3 in se nahajajo v bližini pljučnega epitelija. Dendritične 
celice sodelujejo pri prenosu virionov preko limfatičnega sistema v 
področne bezgavke, kjer se nadaljuje razmnoževanje [80]. Hantavirusi 
dosežejo tarčno mesto pomnoževanja, ki je endotelij pljučnih kapilar 
pri bolnikih s HCPS in endotelij ledvičnih kapilar pri HMRS [14]. 
Razmoževanje hantavirusov v endotelijskih celicah malih žil je 
počasno. Viremija se pojavi šele 5 do 10 dni po okužbi, kar za razliko 
od ostalih hemoragičnih mrzlic kaže na obstoj in ne na litični učinek 
virusa [20,25]. 
Pri okvari tkiv imajo najpomembnejšo vlogo imunski mehanizmi, saj 
hantavirusi nimajo neposrednega citopatskega učinka na okužene 
celice [14]. 
Pri patogenezi hantavirusne bolezni ima pomembno vlogo prirojena 
(naravna) imunost, ki nima imunskega spomina. Predstavlja 
najhitrejšo obrambo pred patogeni in ima sposobnost aktivacije 
pridobljene imunosti. Imunske celice z receptorji, ki prepoznavajo 
molekulske vzorce (angl. pattern recognition receptors, PRRs), 
prepoznajo mikrobne vzorce patogenih mikroorganizmov (angl. 
pathogen-associated molecular patterns, PAMPs). Med njimi so 
najpomembnejši receptorji podobni toličnemu receptorju (angl. toll-like 
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receptors, TLRs), ki prepoznajo značilne molekule mikrobov ter 
pošiljajo signale imunskemu sistemu. V raziskavah so v endotelijskih 
celicah malih žil, okuženih s hantavirusi, dokazali prisotnost petih 
TLRs (TLR2, TLR3, TLR4, TLR7 in TLR9), med katerimi so bili 
aktivirani le receptorji TLR4 [62]. Receptorji TLR4 sodelujejo tudi pri 
prepoznavi lipidnega dela lipopolisaharidnih molekul na površini po 
Gramu negativnih bakterij med sepso [81]. Tolični receptorji lahko za 
obrambo pred hantavirusi izzovejo imunski odziv, izločanje vnetnih 
citokinov in interferonski odziv tipa I [21]. V slovstvu so opisali, da po 
okužbi s patogenimi hantavirusi pride do zakasnitve pri zaščitnem 
interferonskem odzivu tipa I s posledičnim večjim virusnim bremenom. 
Interferonski odziv tipa I ima pomembno vlogo pri uravnavanju 
pomnoževanja virusa [23,82]. Po aktivaciji naravne odpornosti pride 
do sproščanja vnetnih citokinov iz različnih celic, kot so makrofagi, 
monociti in limfociti. Citokini imajo pri patogenezi HMRS dvojno vlogo. 
Po eni strani povzročijo okvare tarčnih celic (predvsem endotelijskih 
celic malih žil) s posledičnimi bolezenskimi znaki, po drugi strani pa 
vplivajo na zamejitev okužbe in popravilo okvar [3,60]. Pri bolnikih, 
okuženih z virusom DOB ali virusom PUU, so v primerjavi s kontrolno 
skupino dokazali povečane koncentracije interlevkina 6 (IL-6), IL-8, 
IL-10, interferona γ in faktorja tumorske nekroze α (angl. tumor 
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necrosis factor-α, TNF-α). Koncentracije vnetnih citokinov so bile 
največje v vročinski, hipotenzivni in oligurični fazi HMRS ter so bile 
višje pri bolnikih s težjim potekom bolezni [60]. Istočasno so ugotovili 
zmanjšane koncentracije nekaterih regulatornih citokinov, ki igrajo 
vlogo pri zamejitvi citokinskega viharja, npr. transformirajočega 
rastnega faktorja β1 (angl. transforming growth factor-β1, TGF-β1). 
Izražanje TGF-β1 je bilo povečano v poznejši fazi okužbe z virusom 
PUU, kar nakazuje na njegovo zaščitno vlogo [83]. 
Pri imunopatogenezi HMRS sodeluje tudi komplementni sistem, kar 
se kaže z zmanjšanimi koncentracijami komponente C3 in povečanimi 
koncentracijami litičnega kompleksa membranskega napada SC5b-9 
(angl. membrane attack complex, MAC), ki okvarja drobne žile. 
Stopnja aktivacije sovpada s težo bolezni [14,84]. Aktivacija 
komplementnega sistema sproži tvorbo anafilatoksinov C3a in C5a, 
kar dodatno povzroči aktivacijo in prepustnost endotelijskih celic [85]. 
Finska raziskava je pokazala, da je pri 23 od 25 bolnikov, okuženih z 
virusom PUU, prišlo do aktivacije komplementnega sistema. 
Pogostejša je bila aktivacija alternativne poti, vendar je aktivacija 
klasične poti komplementnega sistema povzročila težji potek bolezni 
[86]. 
Pri patogenezi HMRS ima pomembno vlogo tudi celična imunost. 
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Antigen predstavitvene celice (predvsem nezrele dendritične celice in 
makrofagi) sprožijo T celični odgovor. Opisali so povečano število 
aktiviranih citotoksičnih CD8+ limfocitov T z obratnim razmerjem med 
številom CD4+ in CD8+ limfocitov T, kar je sovpadalo s pojavom 
kliničnih znakov [3,60,87,88]. Povečano število specifičnih CD8+ 
limfocitov T so opisali v začetku HMRS, v vročinski fazi bolezni [87]. 
Hantavirusi, ki povzročijo HMRS, spodbudijo močan protitelesni odziv. 
Protitelesa razreda IgM so prisotna že ob pojavu kliničnih znakov, tako 
pri okužbi z virusom PUU kot z virusom DOB. Protitelesa razreda IgG 
se prav tako pojavijo zgodaj v poteku bolezni. Več kot dve tretjini 
bolnikov, okuženih z virusom PUU, ima protitelesa razreda IgG 
prisotna že ob sprejemu v bolnišnico [25]. 
Izsledki raziskav nakazujejo, da na izid HMRS vplivajo tudi genetske 
lastnosti bolnika. Na Finskem so imeli bolniki s haplotipom HLA-B8, 
C4*Q0 in DRB1*0301 težji potek okužbe z virusom PUU [89,90], 
medtem ko so imeli bolniki s haplotipom HLA-B27 blažji potek [91]. V 
slovenski raziskavi so imeli bolniki, okuženi z virusom PUU, pogosteje 
haplotip HLA-DRB1*13, kot bolniki, okuženi z virusom DOB [73]. Ta 
haplotip je bil še posebej značilen za bolnike s težjim potekom HMRS. 
Pri slovenskih bolnikih, okuženimi z virusom DOB in hudo obliko 
bolezni, je bil pogostejši haplotip HLA-B*35 [73]. Povezava med 
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različnimi haplotipi HLA nakazuje na vlogo imunosti, posredovane z 
limfociti T pri patogenezi hantavirusne bolezni [54,73]. 
Avtorji so raziskovali tudi vlogo virusnega bremena. Ugotovili so, da 
traja viremija pri bolnikih, ki so okuženi z virusom DOB, v povprečju 
30 dni, medtem ko traja pri bolnikih s PUU virusno okužbo 16 dni po 
začetku kliničnih znakov [25]. Prav tako so dokazali, da je virusno 
breme pri bolnikih z DOB virusno okužbo višje kot pri bolnikih, 
okuženih z virusom PUU [20,25]. 
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2.7. POMEN VEGF IN sVEGFR2 PRI PATOGENEZI  
Osnovna značilnost HMRS je okvara in moteno delovanje endotelijskih 
celic malih žil s posledično prehodno povečano prepustnostjo kapilar. 
Pri patogenezi sodelujejo številni dejavniki. Pomembno vlogo pri 
patogenezi HMRS igrajo različni citokini in kemokini. V več 
raziskavah so preučevali vlogo citokina VEGF in receptorja sVEGFR2; 
zaključki raziskav so bili pogosto nasprotujoči [31,33,75,76,92–102]. 
Družino VEGF predstavlja pet beljakovin (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-
C, VEGF-D, PIGF), ki so pri človeku kodirane na različnih genih. Med 
petimi beljakovinami je najbolj potentna VEGF-A, ki ima na žilje 
50.000-krat močnejši učinek od histamina [38]. Humani gen za VEGF-
A vsebuje osem eksonov, ki nosijo zapis za pet izooblik VEGF-A, ki 
nastanejo z alternativnim spajanjem. Imenujemo jih po številu 
aminokislin v beljakovinski molekuli: 121, 145, 165, 183, 189 in 206. 
Najbolj razširjena in potentna izooblika je VEGF165 (v nadaljevanju 
VEGF). Hipoksija in drugi stresni pogoji sprožijo izražanje VEGF iz 
številnih celic, med drugimi iz nevtrofilcev, makrofagov, keratinocitov, 
fibroblastov, osteoblastov in predvsem endotelijskih oziroma 
epitelijskih celic [103]. Izražanje VEGF lahko sprožijo tudi vnetni 
citokini, kot so TNF-α, IL-1, IL-6 in IL-8 [104]. Pri aktivaciji VEGF ima 
pomembno vlogo dejavnik, ki se sproži pod hipoksičnimi pogoji (angl. 
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hypoxia inducible factor-1α, HIF-1α). Kasneje lahko aktiviran VEGF 
na nivoju transkripcije dodatno spodbudi sproščanje HIF-1α z 
vzdrževanjem avtokrine zanke [38]. VEGF deluje lokalno, nekaj 
milimetrov od mesta sproščanja, z vezavo na lastne receptorje z visoko 
afiniteto [30]. VEGF se veže na transmembranske receptorje tirozinske 
kinaze (VEGFR1 in VEGFR2), ki se izražajo predvsem na endotelijskih 
celicah [13,29]. 
Enoslojne endotelijske celice malih žil uravnavajo prehod snovi med 
lumnom žil in intersticijem. Transport snovi iz žil v intersticij lahko 
poteka skozi celice ali ob njih. Najpomembnejši način transporta je 
med celicami endotelija [105]. Pri ohranjanju integritete medceličnih 
stikov imajo pomembno vlogo tesni stiki (angl. adherens junctions, AJ) 
[106]. Osnovni gradnik tesnih stikov je žilni endotelijski kadherin 
(kadherin VE), ki v odvisnosti od kalcija med seboj poveže sosednje 
endotelijske celice. Citoplazemski rep kadherina VE se preko katenina 
β in katenina α veže tudi na aktinski citoskelet (slika 3) [105,107]. 
Patogeni hantavirusi se vežejo na endotelijske celice malih žil preko 
integrinskih receptorjev αvβ3 [108,109]. Integrinski receptorji αvβ3 
tvorijo z receptorji VEGFR2 zunajcelični kompleks, ki v normalnih 
pogojih zavira učinke VEGF na prepustnost endotelijskih celic [109]. 
Pri vzdrževanju endotelijske homeostaze sodelujejo tudi topni 
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receptorji sVEGFR2, ki v serumu učinkujejo kot spužva, vežejo prosti 
VEGF in ga tako inaktivirajo ter v normalnih pogojih preprečijo 
aktivacijo in okvaro oddaljenih endotelijskih celic [103]. Po vezavi 
VEGF na VEGFR2 pride do kaskadne aktivacije številnih signalnih 
poti, ki si sledijo v časovnem zaporedju. Sledi fosforilacija VEGFR2 z 
endocitozo (vstopom iz ekstra- v intracelularni prostor) VE-kadherina 
s posledično okvaro tesnih stikov in z zmanjšano barierno funkcijo 
endotelija [33,76,109–112]. 
Izsledki več raziskav so dokazali vpliv VEGF in sVEGFR2 pri 
aktivaciji endotelijskih celic v vročinski fazi HMRS in povezavo s 
težjim potekom bolezni [19,31–33,35,36,113]. 
Gavrilovskaya in sod. so v in vitro raziskavi dokazali, da pride ob 
okužbi s hantavirusi Hantaan, Andes in New York-1 do dramatičnega 
povečanja prepustnosti endotelijskih celic kot odgovor na delovanje 
VEGF [114]. Shrivastava-Ranjan in sod. so leta 2010 prvič opisali, da 
okužba endotelijskih celic z virusom Andes v celičnih kulturah 
neposredno povzroči zmanjšano izražanje beljakovine VE-kadherin, ki 
je pomembna sestavina medceličnih stikov. Zmanjšano izražanje in 
internalizacija VE-kadherina je sovpadala s povečanim izločanjem 
VEGF in prepustnostjo medceličnih stikov [115]. VEGF je povzročil 
biološke učinke po aktivaciji intracelične signalne poti VEGFR2-Src-
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VE-kadherin s fosforilacijo VEGFR2 [31]. Gorbunova in sod. so leta 
2011 dokazali, da inhibitorji VEGFR2 in kinaze Src zmanjšajo 
prepustnost endotelija po okužbi z virusom Andes [31]. 
V novejših raziskavah so opisali vlogo VEGF tudi pri remodeliranju in 
popravilu okvar endotelija in ne samo pri okvari in disfunkciji 
[14,15,38]. Pri bolnikih s HCPS so opisali normalne koncentacije VEGF 
v serumu ter povečane vrednosti VEGF v plevralni tekočini in 
aktiviranih monocitih v krvi pljuč, kar nakazuje na lokalno izločanje 
VEGF in ne na sistemsko [38]. 
 
 
Slika 3: Signalne poti pri aktivaciji povečane prepustnosti 
endotelijskih celic z VEGF [107].  
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3. PREISKOVANCI IN METODE 
Raziskava je potekala v skladu s Helsinško deklaracijo o 
biomedicinskem preskušanju na ljudeh iz leta 1964 in z Oviedsko 
konvencijo iz leta 1997. Nalogo je odobrila Komisija Republike 
Slovenije za medicinsko etiko (110/12/06, 69/03/12). Preiskovanci so 
pristanek v raziskavi potrdili s pisnim soglasjem. 
3.1.  PREISKOVANCI 
V raziskavo smo vključili 81 bolnikov, ki so bili v letih 2007 – 2013 
bolnišnično zdravljeni v treh slovenskih bolnišnicah: v Splošni 
bolnišnici Murska Sobota, na Kliniki za infekcijske bolezni in 
vročinska stanja Univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana, ter v 
Splošni bolnišnici Novo mesto. 
Prospektivno raziskavo smo izvajali v letih 2012 – 2013, kjer smo 
dnevno spremljali 48 bolnikov. V končno analizo smo vključili še 33 
bolnikov, ki so sodelovali v predhodni raziskavi (2007 – 2011) in so 
imeli dostopne serijske klinične in laboratorijske kazalce. 
 
Vsi bolniki so izpolnjevali naslednje vključitvene kriterije: 
a) imeli so vsaj dva bolezenska znaka, skladna s HMRS (povišano 
telesno temperaturo > 38°C, znake akutne ledvične odpovedi, 




b) dokazana je bila okužba s hantavirusi z dokazom protiteles proti 
hantavirusom in dokazom hantavirusne RNK, 
c) bolnik je privolil v dnevno spremljanje izbranih kliničnih in 
laboratorijskih kazalcev (2012, 2013) ali pa so bili ti serijski 
podatki že predhodno zbrani (vsaj za vsak drugi dan in najmanj za 
obdobje zaporednih 5 dni bolezni). 
V kontrolno skupino smo vključili 51 odraslih prostovoljcev (32 moških 
in 19 žensk), starih med 18 in 62 let (mediana 37) brez znanih 
pridruženih bolezni. Enainpetdeset vzorcev plazme in 31 vzorcev seča 
smo zbirali enako kot pri bolnikih. 
Kriteriji za hud potek bolezni so bili: 
✓ potreba po dializnem zdravljenju ali 
✓ sistolni krvni tlak < 90 mmHg in/ali klinični znaki šoka ali 
✓ trombocitopenija < 50 x 109/L ter prisotnost krvavitev in/ali 
znakov ledvične okvare z oligurijo (diureza < 500 mL/dan) in/ali 
več kot štirikratno povečane vrednosti sečnine oziroma 
kreatinina.  
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3.2. METODE DELA 
3.2.1. Prospektivno spremljanje izbranih kliničnih in 
laboratorijskih kazalcev 
Za spremljanje kliničnih in laboratorijskih kazalcev pri bolnikih s 
HMRS smo uporabili standardiziran vprašalnik. 
Spremljali smo 13 izbranih kliničnih kazalcev: 
✓ telesno temperaturo, 
✓ glavobol, 
✓ bolečine v mišicah (mialgije), 
✓ vrtoglavico, 
✓ akutno kratkovidnost (miopijo), 
✓ nespečnost, 




✓ prisotnost plevralnega izliva, 
✓ prisotnost pljučnih infiltratov in 
✓ prisotnost krvavitev. 
Merili smo 9 laboratorijskih kazalcev: 
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✓ koncentracijo trombocitov v krvi, 
✓ število levkocitov v krvi, 
✓ koncentracijo kreatinina v serumu, 
✓ oceno glomerulne filtracije po metodi Cockroft-Gault, 
✓ aktivnost alanin aminotransferaze (ALT) v serumu, 
✓ koncentracijo C-reaktivnega proteina (CRP) v serumu, 
✓ koncentracijo prokalcitonina (PCT) v serumu, 
✓ vrednosti protrombinskega časa (PČ) in 
✓ aktiviranega parcialnega tromboplastinskega časa (aPTČ) v 
citratni plazmi bolnikov. 
3.2.2. Določanje specifičnih protiteles proti virusu PUU in 
virusu DOB 
Specifična protitelesa razreda IgM in IgG proti virusu DOB oz. virusu 
PUU smo v serumu bolnikov določili s komercialni testi: Reagena 
DOBRAVA-HANTAAN IgM EIA, Reagena DOBRAVA-HANTAAN IgG 
EIA, Reagena PUUMALA IgM EIA in Reagena PUUMALA IgG EIA 
(Reagena International Oy Ltd, Toivala, Finska), po navodilih 
proizvajalca [20,116]. 
3.2.3. Določanje virusnega bremena 
Virusno breme smo merili v polni krvi bolnikov, iz katere smo najprej 
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osamili celokupno RNK z reagentom TRIzol Plus RNA (ThermoFisher 
Scientific, MA, USA), pri čemer smo sledili navodilom proizvajalca. Za 
določitev koncentracije virusa DOB in virusa PUU smo uporabili že 
opisano metodo multipleksne verižne reakcije s polimerazo in reverzno 
transkriptazo v realnem času (RT-PCR, angl. Reverse Transcription 
Polymerase Chain Reaction) [20,25,73,116,117]. 
3.2.4. Merjenje koncentracije VEGF 
Koncentracije VEGF v plazmi in seču smo izmerili s testom 
MILLIPLEX MAP Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel 
(HCYTOMAG-60KI; Merck Millipore, Darmstadt, Nemčija), po 
navodilu proizvajalca. Test smo izvedli na aparatu MagPix (Merck 
Millipore). Rezultate smo analizirali s programoma Xponent Software 
4.2 in Milliplex Analyst (Merck Millipore). Za dokaz morebitnih razlik 
koncentracij VEGF, merjenih v različnih vzorcih, smo primerjali 
vrednosti VEGF v serumu in plazmi pri istih bolnikih (29 bolnikov), 
odvzetih na isti dan. 
3.2.5. Merjenje koncentracije sVEGFR2 
Za merjenje koncentracij sVEGFR2 v plazmi in seču smo uporabi test 
Quantikine® ELISA sVEGFR2 (R&D Systems, Združene države 
Amerike) in sledili navodilom proizvajalca. 
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3.2.6. Statistične metode 
Vse statistične analize smo izvedli s programom R (R paket nlme). 
Gladke črte v grafih so bile izračunane z LOESS (angl. locally weighted 
scatterplot smoothing) postopkom glajenja (lokalni polinomski 
regresijski vgradnji), da bi dobili vtis o splošnih časovnih trendih v 
podatkih. 
Ker večina bolnikov ni bila hospitalizirana dlje kot 30 dni po začetku 
bolezni, smo iz statističnih analiz izpustili poznejše meritve. 
V kontrolni skupini smo 95 % intervale zaupanja izračunali z metodo 
vezanja, da bi se izognili vplivu skrajnih vrednosti. Meje so na grafih 
prikazane kot črtkane vodoravne črte. 
Za statistično značilne rezultate smo označili tiste s stopnjo zaupanja 
< 0,05 za primerjave med virusnim tipom in potekom bolezni. V 
modelih za oceno povezav med VEGF/sVEGFR2 in kliničnimi in 
laboratorijskimi kazalci je bila stopnja zaupanja < 0,005 (korekcija 
Bonferronija za 17 testov). Enako stopnjo zaupanja smo uporabili tudi 
pri Mann-Whitneyjevem testu za večkratne primerjave med bolniki in 
kontrolami ter za testne razlike v začetnih vzorcih.  
  




4.1. SERIJSKO SPREMLJANI PREISKOVANCI 
V letih 2007 ‒ 2013 je bilo v Sloveniji prijavljenih 152 bolnikov s 
HMRS, ki so se zdravili v treh slovenskih bolnišnicah: v Splošni 
bolnišnici Murska Sobota, na Kliniki za infekcijske bolezni in 
vročinska stanja v Ljubljani ter v Splošni bolnišnici Novo mesto. V 
doktorsko nalogo smo vključili 81 (53,3 %) bolnikov, od tega smo jih 48 
(59 %) vključili v letih 2012 in 2013, ko smo izvajali prospektivno 
raziskavo. Dodatno smo vključili še 33 (41 %) bolnikov, ki so sodelovali 
v predhodni raziskavi in so imeli izmerjene serijske klinične in 
laboratorijske kazalce. 
Od 81 bolnikov jih je bilo 66 (81 %) okuženih z virusom PUU in 15 (18 
%) z virusom DOB. Bolniki so bili stari od 18 do 81 let, srednja vrednost 
starosti bolnikov je bila 39 let. V skladu s prejšnjimi raziskavami je 
bilo kar 66 bolnikov (81 %) moškega spola. Večina bolnikov je poročala, 
da so se okužili med aktivnostmi v naravi (kmetovalci, rekreativne 
dejavnosti v naravi, vrtnarji, zidarji) ali med pospravljanjem kleti 
oziroma podstrešij. Četrtina bolnikov je navajala neposreden stik z 
glodavci 2 do 3 tedne pred nastopom bolezenskih znakov. Polovica 
bolnikov, 41 od 81 (51 %), je zbolela v poletnih mesecih, v juniju, juliju 
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in avgustu (slika 4), ko so tako glodavci kot tudi ljudje najbolj aktivni 
v naravi. 
 
Slika 4: Pojavljanje HMRS pri bolnikih, vključenih v raziskavo po 
mesecih. 
 
Glede na potek bolezni smo bolnike razdelili v dve skupini: bolnike z 
blažjim potekom bolezni in bolnike s hudim potekom bolezni.  
Med vsemi bolniki jih je imelo 25 (31 %) hud potek bolezni in 56 (69 %) 
blag potek bolezni. Med bolniki, okuženimi z virusom PUU, jih je imelo 
16/66 (24 %) hudo obliko bolezni, medtem ko je bilo v skupini bolnikov, 
okuženih z virusom DOB, 9/15 (60 %) takšnih, ki so imeli hud potek 
bolezni (p=0,056). Edini bolnik, ki je umrl, je bil okužen z virusom 
DOB. 
Bolniki so bili napoteni v bolnišnico z različnimi diagnozami, 
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okužba sečil. Napotna diagnoza HMRS je bila navedena le pri 4/81 (4,9 
%) bolnikih (tabela 3). 
 
Tabela 3: Napotne diagnoze bolnikov s HMRS. 
  
Bolniki, okuženi z 
virusom PUU 
(No. = 66) 
Bolniki, okuženi z 
virusom DOB 
(No. = 15) 
Nejasno vročinsko 
stanje 
27 (41 %) 5 (33 %) 
Enterokolitis 8 (12 %) 3 (20 %) 
Akutni pielonefritis 4 (6 %) 3 (20 %) 
Meningitis 3 (5 %) 0 
HMRS 3 (5 %) 1 (7 %) 
Sepsa 3 (5 %) 1 (7 %) 
Pankreatitis 2 (3 %) 1 (7 %) 
Erlihioza 2 (3 %) 0 
Viroza 1 (1 %) 2 (13 %) 
Ostalo* 9 (14 %) 0 
*Ostale napotne diagnoze: akutna ledvična odpoved, akutna dihalna 
stiska, meglen vid, glavobol, pljučnica, bruhanje, jetrna okvara, 
endokarditis, trombocitopenija.  
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4.2. SERIJSKO SPREMLJANJE KLINIČNIH 
KAZALCEV HMRS  
Bolezenski znaki, ki so bili prisotni že ob prihodu v bolnišnico (nekateri 
so bili prisotni in zabeleženi tudi že pred hospitalizacijo), so bili: 
povišana telesna temperatura, glavobol, bolečine v mišicah in 
vrtoglavica (tabela 4). Pojavili so se 5. (1. ‒ 12.) dan bolezni; 5. (1. ‒ 
11.) dan pri bolnikih, okuženih v virusom PUU ter 6. (3. ‒ 12.) dan pri 
bolnikih, okuženih z virusom DOB. Bolniki so bili v povprečju 
zdravljeni v bolnišnici 10 (4 ‒ 74) dni. Pri bolnikih, okuženih z virusom 
DOB, je hospitalizacija v povprečju trajala 22 (7 ‒ 74) dni in je bila 
daljša kot pri bolnikih, okuženih z virusom PUU, kjer je v povprečju 
trajala 10 (4 ‒ 32) dni. Primerjava med skupinama bolnikov je 
pokazala, da so imeli bolniki s PUU virusno okužbo pogosteje glavobol 
in bolečine v mišicah, medtem ko smo pri bolnikih, ki so bili okuženi z 
virusom DOB, pogosteje dokazali prisotnost ascitesa, plevralnega 
izliva, krvavitev in oligurije oziroma anurije (tabela 4). Prav tako so 
bili bolniki, okuženi z virusom DOB, statistično značilno pogosteje 
hemodializirani (7/15, 46 % proti 5/66, 7,6 %; p=0,001) v primerjavi z 
bolniki, okuženimi z virusom PUU. 
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Tabela 4: Serijsko spremljani klinični kazalci pri bolnikih s HMRS.  
Klinični kazalci 
Bolniki s HMRS  
Št.=81 
Bolniki, okuženi z virusom PUU 
Št.=66 








































1 (1-21) 74 : 15 4 (1-9) 
52/60 (87; 
75-94) 
1 (1-8) 83 : 17 4 (1-9) 
10/12 (83; 
51-97) 
6 (1-21) 30 : 0 1 (1-5) 0,003 0,104 
Glavobol  53/81 (65; 
54-75) 
1 (1-14) 66 : 21 4 (1-18) 
47/66 (71; 
59-81) 
1 (1-14) 70 : 19 4 (1-18) 
6/15 (40; 17-
67) 
6 (1-8) 33 : 33 1 (1-11) 0,034 0,105 
Mialgije 32/81 (40; 
29-51) 
1 (1-6) 72 : 25 5,5 (2-16) 
30/66 (45; 
33-58) 
1 (1-6) 70 : 27 5 (2-16) 
2/15 (13; 2-
42) 
2 (1-3) 100 : 0 8 (8-8) 0,224 0,397 
Vrtoglavica† 13/81 (16; 9-
26) 
1 (1-12) 69 : 23 4 (1-17) 
11/66 (17; 9-
28) 
1 (1-12) 73 : 18 3 (1-17) 
2/15 (13; 2-
42) 
4,5 (4-5) 50 : 50 6,5 (6-7) 1 1 
Miopija 28/81 (35; 
25-46) 
5 (2-12) 36 : 25 2 (1-33) 
24/66 (36; 
25-49) 
5 (2-12) 38 : 29 2 (1-33) 
4/15 (27; 9-
55) 
6 (3-7) 25 : 0 3 (1-6) 0,560 0,739 
Nespečnost 24/81 (30; 
20-41) 
6 (1-35) 25 : 21 2 (1-15) 
19/66 (29; 
19-41) 
6 (1-15) 26 : 16 2 (1-15) 
5/15 (33; 13-
61) 
8 (1-35) 20 : 40 4 (1-5) 0,759 0,886 




6 (2-27) 7 : 36 1 (1-2) 
10/61 (16; 9-
29) 
5,5 (2-8) 10 : 40 1 (1-2) 
4/12 (33; 11-
65) 





6 (4-10) 0 : 21 2 (1-12) 
12/56 (21; 
12-35) 
6 (4-9) 0 : 31 2 (1-3) 
6/9 (67; 31-
91) 





9 (3-21) 0 : 3 7 (1-37) 
50/56 (89; 
77-96) 
8 (3-13) 0 : 4 6 (1-16) 
9/9 (100; 63-
100) 
11 (6-21) 0 : 0 8 (5-37) 0,002 0,015 
Bradikardija 28/81 (35; 
25-46) 
9,5 (4-26) 0 : 0 1 (1-10) 
24/66 (36; 
25-49) 
9,5 (4-14) 0 : 0 1 (1-7) 
4/15 (27; 9-
55) 
9 (6-26) 0 : 0 3 (1-10) 0,560 0,739 
Ascites† 11/81 (14; 7-
23) 
7 (3-53) 9 : 27 1 (1-10) 
6/66 (9; 4-
19) 
7,5 (5-8) 0 : 17 1 (1-1) 
5/15 (33; 13-
61) 





7,5 (5-23) 0 : 50 1 (1-8) 
2/66 (3; 1-
11) 





0 : 50 4,5 (1-8) 0,154 0,332 
Plevralni izliv 12/81 (15; 8-
25) 
8 (3-37) 0 : 25 1,5 (1-14) 
5/66 (8; 3-
18) 
8 (5-10) 0 : 20 1 (1-10) 
7/15 (47; 22-
73) 





7 (2-38) 14 : 29 4 (1-23) 
4/66 (6; 2-
16) 
6 (2-12) 25 : 25 2,5 (1-4) 
3/15 (20; 5-
49) 
8 (4-38) 0 : 33 5 (3-23) 0,114 0,267 
Manjše krvavitve ** 2/81 (2; 0-9) 4,5 (3-6) 0 : 50 2 (1-3) 1/66 (2; 0-9) 3 (3-3) 0 : 100 3 (3-3) 
1/15 (7; 0-
34) 
6 (6-6) 0 : 0 1 (1-1) 0,338 0,530 
 
*Krvavitve iz prebavil, rodil, sečil ali pljuč. **Petehije, ekhimoze, epistaksa brez obsežnejših krvavitev. Vrednosti so prikazane kot mediane z razponom ali kot frekvence 
(odstotki, 95 % interval zaupanja). P-vrednosti prikazujejo razlike med bolniki okuženimi z virusoma PUU oziroma DOB. 
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Najpogostejši in običajno prvi klinični znak HMRS je bila povišana 
telesna temperatura. Prisotna je bila pri 86 % bolnikov in je trajala 
4 (1 ‒ 9) dni. Mediana najvišje telesne temperature je bila 39,3°C (38°C 
‒ 41°C). Štiriinsedemdeset odstotkov bolnikov je povišano telesno 
temperaturo navajalo že pred hospitalizacijo. Prisotna je bila pri 87 % 
bolnikov, okuženih z virusom PUU in pri 83 % bolnikov, okuženih z 
virusom DOB (tabela 4 in slika 5). 
 
Slika 5: Potek telesne temperature. Škatle z brki (angl. boxplots) 
predstavljajo posamezen dan bolezni. Tanke sive črte povezujejo 
meritve pri posameznem bolniku. Rdeči črti predstavljata normalne 
vrednosti. Levo skupina bolnikov, okuženih z virusom PUU in desno 
skupina bolnikov, okuženih z virusom DOB. 
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Glavobol je navajalo 65 % bolnikov. Večinoma je bil prisoten zgodaj v 
poteku bolezni z mediano trajanja 4 dni. Bolniki s PUU virusno okužbo 
so ga navajali v 66 %, bolniki, okuženi z virusom DOB, v 40 % (tabela 
4, slika 6). 
 
Slika 6: Pojavnost glavobola. Temni del slike predstavlja delež (%) 
bolnikov, pri katerih je bil simptom prisoten v časovnem poteku 
bolezni. 
 
Zgodnji klinični znak so bile tudi bolečine v mišicah, ki so bile 
prisotne pri 40 % bolnikov (45 % s PUU in 13 % z DOB virusno okužbo). 
Mialgije so bile najbolj izrazite tretji in četrti dan bolezni, z mediano 
trajanja 5,5 dni. Dvainsedemdeset odstotkov bolnikov je imelo bolečine 
v mišicah že pred hospitalizacijo  (tabela 4 in slika 7). 




Slika 7: Pojavnost mialgije. Temni del slike predstavlja delež (%) 
bolnikov, pri katerih je bil simptom prisoten v časovnem poteku 
bolezni. 
 
Vrtoglavico je navajalo 16 % bolnikov s HMRS. Pri bolnikih s PUU 
virusno okužbo se je pojavila že prvi dan bolezni, medtem ko se je pri 
bolnikih z DOB virusno okužbo pojavila mediana 4,5. dan bolezni 
(tabela 4, slika 8). 
 
Slika 8: Pojavnost vrtoglavice. Temni del slike predstavlja delež (%) 
bolnikov, pri katerih je bil simptom prisoten v časovnem poteku 
bolezni. 
 
Pri nekaj več kot tretjini (35 %) bolnikov s HMRS je bila prisotna 
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akutna miopija, ki se je pojavila 5. (2. ‒ 12.) dan bolezni in je trajala 
2 (1 ‒ 33) dni. V skupini bolnikov, okuženih z virusom PUU, je bila 
prisotna v 36 %, pojavila se je 5. dan bolezni in je trajala 2 (1 ‒ 33) dni. 
V skupini bolnikov, okuženih z virusom DOB, je bila prisotna v 27 %, 
pojavila se je 6. (3. ‒ 7.) dan in je trajala 3 (1 ‒ 6) dni (tabela 4, slika 
9). 
 
Slika 9: Pojavnost akutne miopije. Temni del slike predstavlja delež 
(%) bolnikov, pri katerih je bil simptom prisoten v časovnem poteku 
bolezni. 
 
Nespečnost smo ugotovili pri približno tretjini bolnikov s HMRS (v 29 
% bolnikov s PUU in 33 % z DOB virusno okužbo), pojavila se je 6. dan 
bolezni (6. dan pri bolnikih s PUU in 8. dan z DOB virusno okužbo 
(tabela 4, slika 10). 




Slika 10: Nespečnost pri bolnikih s HMRS. Temni del slike predstavlja 
delež (%) bolnikov, pri katerih je bil simptom prisoten v časovnem 
poteku bolezni. 
 
Pri 19 % bolnikov (v 16 % s PUU in 33 % z DOB virusno okužbo) smo 
izmerili vrednosti sistolnega krvnega tlaka, ki so bile manjše od 
< 90 mmHg. Pri obeh skupinah bolnikov so se pojavile 6. dan bolezni 
in so trajale samo en dan (tabela 4, slika 11). 
 
Slika 11: Vrednosti sistolnega krvnega tlaka (mmHg) pri bolnikih s 
HMRS. Normalne vrednosti so med 90 in 140. Meritve so bile 
opravljene pri 73 bolnikih. Škatle z brki (angl. boxplots) predstavljajo 
posamezen dan bolezni. Tanke sive črte povezujejo meritve pri 
posameznem bolniku. Rdeče črte predstavljajo normalne vrednosti. 
Levo skupina bolnikov, okuženih z virusom PUU in desno skupina 
bolnikov, okuženih z virusom DOB.  
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Oligurija se je pojavila 6. (4. ‒ 10.) dan bolezni in je trajala 2 (1 ‒ 12) 
dni. Ugotovili smo jo pri 28 % bolnikov. Diureze so se po šestem dnevu 
bolezni izboljšale. Poliurija (> 2500 mL dnevno) je nastopila 9. dan 
bolezni in je trajala 7 (1 ‒ 37) dni. Mediana najbolj patološke vrednosti 
diureze je bila 6600 (2500 ‒ 12000) mL dnevno. Dvanajst bolnikov od 
81 (14,8 %) je potrebovalo prehodno nadomestno zdravljenje s 
hemodializo, ki se je v povprečju uvedlo 9. (3. ‒ 21.) dan bolezni in se je 
izvajalo od 1 do 28 dni (mediana 3,5). 
 
Slika 12: Časovnica diureze (normalne vrednosti so med 500 (črtkana 
rdeča črta) in 2500 (rdeča črta)). Meritve so bile opravljene pri 64 
bolnikih. Škatle z brki (angl. boxplots) predstavljajo posamezen dan 
bolezni. Tanke sive črte povezujejo meritve pri posameznem bolniku. 
Levo skupina bolnikov, okuženih z virusom PUU in desno skupina 
bolnikov, okuženih z virusom DOB. 
 
Sinusno bradikardijo smo ugotovili pri 35 % bolnikov s HMRS. 
Pojavila se je 9,5. (4. ‒ 26.) dan bolezni in je trajala nekaj dni. V skupini 
bolnikov s PUU virusno okužbo je bila prisotna v 36 %, pojavila se je 
9,5. dan bolezni in je bila prisotna 1 dan. V skupini bolnikov z DOB 
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virusno okužbo je bila bradikardija prisotna pri 27 % bolnikov, pojavila 
se je 9. dan bolezni in je trajala 3 dni (tabela 4, slika 13). 
 
Slika 13: Bradikardija pri bolnikih s HMRS. Temni del slike 
predstavlja delež (%) bolnikov, pri katerih je bil znak prisoten v 
časovnem poteku bolezni. 
 
Z ultrazvočno preiskavo trebuha smo ascites dokazali pri 14 % 
bolnikov (pri 9 % bolnikov, okuženih z virusom PUU in 33 % bolnikov, 
okuženih z virusom DOB). Običajno se je pojavil 7. dan bolezni in je bil 
prisoten kratek čas (tabela 4, slika 14). 
 
Slika 14: Ascites pri bolnikih s HMRS. Temni del slike predstavlja 
delež (%) bolnikov, pri katerih je bil znak prisoten v časovnem poteku 





Plevralni izliv smo ugotovili pri 12 od 81 (15 %) bolnikov. Pojavil se je 
8. (3. ‒ 37.) dan bolezni in je trajal 1,5 (1 ‒ 14) dni. Delež bolnikov s 
plevralnim izlivom je bil pri bolnikih s PUU virusno okužbo 8 % in pri 
bolnikih z DOB virusno okužbo 47 %. Pri bolnikih, okuženih z virusom 
PUU, je bil zaznan manj kot 2 dni, pri bolnikih, okuženih z virusom 
DOB, pa 7 dni (tabela 4, slika 15). 
 
Slika 15: Plevralni izliv pri bolnikih s HMRS. Temni del slike 
predstavlja delež (%) bolnikov, pri katerih je bil znak prisoten v 
časovnem poteku bolezni. 
 
Obsežnejše krvavitve iz prebavil, rodil ali pljuč smo ugotovili pri 9 % 
bolnikov s HMRS; pri 6 % s PUU in pri 20 % z DOB virusno okužbo. 
Pojavile so se 7. (2. ‒ 38.) dan bolezni in so trajale 4 (1 ‒ 23) dni. Pri 
bolnikih, okuženih z virusom PUU, so se velike krvavitve pojavile 6. (2. 
‒ 16.) dan bolezni in so trajale 2,5 (1 ‒ 4) dni. Pri bolnikih, okuženih z 
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virusom DOB, so se pojavile 2 dni kasneje (8. dan bolezni) in so trajale 
5 (3 ‒ 23) dni (tabela 4, slika16). 
Slika 16: Velike krvavitve (iz prebavil, sečil, rodil ali pljuč) pri bolnikih 
s HMRS. Temni del slike predstavlja delež (%) bolnikov, pri katerih je 
bil znak prisoten v časovnem poteku bolezni. 
 
Manjše krvavitve v obliki petehij, ekhimoz ali epistakse smo dokazali 
samo pri 2 % bolnikov s HMRS. Pri bolnikih, okuženih z virusom PUU, 
so bile manjše krvavitve prisotne v 2 %, pri bolnikih, okuženih z 
virusom DOB, pa v 7 % (tabela 4, slika 17).  
 
Slika 17: Manjše krvavitve (petehije, ekhimoze, epistaksa) pri 
bolnikih s HMRS. Temni del slike predstavlja delež (%) bolnikov, pri 
katerih je bil znak prisoten v časovnem poteku bolezni. 
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4.3. DINAMIKA LABORATORIJSKIH KAZALCEV 
PRI BOLNIKIH S HMRS  
  
V serumu bolnikov s HMRS smo dnevno določali vrednosti 9 
laboratorijskih kazalcev (tabela 5). Ob sprejemu v bolnišnico smo pri 
večini bolnikov ugotovili trombocitopenijo, laboratorijske znake 
ledvične okvare s povečanimi vrednostmi kreatinina z zmanjšano 
ocenjeno glomerulno filtracijo in znake jetrne okvare s patološkimi 
vrednostmi ALT. Bolniki s HMRS so imeli tudi povečane vrednosti 
vnetnih kazalcev (PCT, CRP) (tabela 5). Ko smo primerjali 
laboratorijske kazalce pri bolnikih, okuženih z virusom PUU oziroma 
tistih, okuženih z virusom DOB, smo ugotovili, da so imeli bolniki z 
DOB virusno okužbo bolj izraženo levkocitozo, višje vrednosti PCT in v 
večjem deležu povečane koncentracije ALT in vrednosti aPTČ (tabela 
5).  
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Tabela 5: Serijsko spremljani laboratorijski kazalci pri bolnikih s HMRS.  
 
Vrednosti so prikazane kot mediane z razponom ali kot frekvence (odstotki, 95 % interval zaupanja). P-vrednosti prikazujejo razlike med bolniki okuženimi z virusoma 
PUU oziroma DOB. oGF –  ocena glomerulne filtracije po metodi Cockcroft–Gault (mL/min/1,73 m2); ALT – alanin aminotransferaza; CRP – C reaktivni protein; PCT 
– prokalcitonin; PČ – protrombinski čas; aPTČ – aktiviran parcialni tromboplastinski čas
Laboratorjski 
kazalci 
Bolniki s HMRS  
Št.=81 
Bolniki, okuženi z virusom PUU 
Št.=66 
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Pri 95 % bolnikov smo ob sprejemu v bolnišnico ugotovili 
trombocitopenijo (< 130 x 109/L). Najnižje vrednosti trombocitov 
smo zabeležili 5. dan bolezni, ne glede na virus. Koncentracije 
trombocitov so do normalnih vrednosti narasle v 4 dneh. Podatke o 
trombocitopeniji pred hospitalizacijo smo imeli za 16 % bolnikov. Na 
dan sprejema v bolnišnico so bile vrednosti trombocitov zmanjšane pri 
71 % bolnikov (tabela 5, slika 18). 
 
Slika 18: Koncentracije trombocitov (109/L) pri bolnikih s HMRS. 
Normalne vrednosti so med 130 in 400. Škatle z brki (angl. boxplots) 
predstavljajo posamezen dan bolezni. Tanke sive črte povezujejo 
meritve pri posameznem bolniku. Rdeče črte predstavljajo normalne 
vrednosti. Levo skupina bolnikov, okuženih z virusom PUU in desno 
skupina bolnikov, okuženih z virusom DOB. 
 
Levkocitoza je bila prisotna pri 55 % bolnikov s HMRS, pojavila se je 
mediana 6. dan bolezni (6. dan bolezni pri bolnikih s PUU in 8. dan pri 
bolnikih z DOB virusno okužbo). Pri bolnikih s PUU virusno okužbo je 
trajala 2 (1 ‒ 17) dni in pri bolnikih z DOB virusno okužbo 4 (1 ‒ 9) dni. 
Najbolj patološka vrednost levkocitov je bila 12,6 (10,1 ‒ 34,7) x 109/L. 
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Pri bolnikih s PUU virusno okužbo je bila mediana najbolj patološke 
vrednosti levkocitov 12,5 x 109/L, pri bolnikih z DOB virusno okužbo 
pa 18,3 x 109/L (tabela 5 in slika 19).  
 
Slika 19: Koncentracije levkocitov (109/L) pri bolnikih s HMRS. 
Normalne vrednosti so med 4 in 10. Meritve so bile opravljene pri 78 
bolnikih. Škatle z brki (angl. boxplots) predstavljajo posamezen dan 
bolezni. Tanke sive črte povezujejo meritve pri posameznem bolniku. 
Rdeče črte predstavljajo normalne vrednosti. Levo skupina bolnikov, 
okuženih z virusom PUU in desno skupina bolnikov, okuženih z 
virusom DOB. 
 
Povečane koncentracije CRP (> 5 mg/L) smo dokazali pri 99 % bolnikov 
s HMRS, brez pomembnih razlik med virusnima povzročiteljema. 
Pojav patoloških vrednosti CRP smo ugotovili 5. dan bolezni (t.j. ob 
sprejemu v bolnišnico). Pri 64 od 81 (79 %) bolnikov so bile vrednosti 
CRP večje ali enake 50 mg/mL. Mediana najbolj patoloških vrednosti 
CRP je bila pri bolnikih s PUU virusno okužbo 96 (13 ‒ 394) mg/L in 
pri bolnikih z DOB virusno okužbo 99 (33 ‒ 436) mg/L (tabela 5 in 
slika 20). 




Slika 20: Dinamika C-reaktivnega proteina (CRP, mg/L) pri bolnikih 
s HMRS. Mejna normalna vrednost je 5. Meritve so bile opravljene pri 
78 bolnikih. Škatle z brki (angl. boxplots) predstavljajo posamezen dan 
bolezni. Tanke sive črte povezujejo meritve pri posameznem bolniku. 
Rdeči črti predstavljata normalne vrednosti. Levo skupina bolnikov, 
okuženih z virusom PUU in desno skupina bolnikov, okuženih z 
virusom DOB. 
 
Koncentracije PCT so bile povečane (> 0,5 µg/L) pri 91 % bolnikov; pri 
89 % bolnikov s PUU in pri vseh 15 bolnikih z DOB virusno okužbo. 
Mediana najbolj patoloških vrednosti PCT je bila pri bolnikih s PUU 
virusno okužbo 1,73 (0,57 ‒ 9,92) in pri bolnikih z DOB virusno okužbo 
3,47 (0,8 ‒ 22,99) µg/L (tabela 5 in slika 21). 
 
Slika 21: Dinamika koncentracij prokalcitonina (PCT) pri bolnikih s 
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HMRS. Mejna normalna vrednost je 0,5 µg/L. Meritve so bile 
opravljene pri 57 bolnikih. Škatle z brki (angl. boxplots) predstavljajo 
posamezen dan bolezni. Tanke sive črte povezujejo meritve pri 
posameznem bolniku. Rdeči črti predstavljata normalne vrednosti. 
Levo skupina bolnikov, okuženih z virusom PUU in desno skupina 
bolnikov, okuženih z virusom DOB. 
 
Povečane koncentracije kreatinina smo ugotovili pri 94 % bolnikov 
med 1. in 12. dnevom bolezni (mediana 6. dan). Mediana najbolj 
patoloških vrednosti kreatinina je bila 329 (98 ‒ 1023) µmol/L; pri 
bolnikih, okuženih z virusom  PUU 259 (98 ‒ 1023) µmol/L in pri 
bolnikih, okuženih z virusom DOB 654 (324 ‒ 975) µmol/L. Večina 
bolnikov je imela ob odpustu še vedno laboratorijske znake ledvične 
okvare (tabela 5 in slika 22). 
 
Slika 22: Koncentracije kreatinina v poteku HMRS (µmol/L). 
Normalne vrednosti med 44 in 97. Meritve so bile opravljene pri 80 
bolnikih. Škatle z brki (angl. boxplots) predstavljajo posamezen dan 
bolezni. Tanke sive črte povezujejo meritve pri posameznem bolniku. 
Rdeče črte predstavljajo normalne vrednosti. Levo skupina bolnikov, 
okuženih z virusom PUU in desno skupina bolnikov, okuženih z 
virusom DOB. 
 
Povečanim koncentracijam kreatinina so sledile zmanjšane vrednosti 
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oGF (tabela 5, slika 23). Ugotovili smo jo pri 67/77 (87 %) bolnikov. 
Pri bolnikih s PUU virusno okužbo smo jo dokazali v 85 % in pri 
bolnikih z DOB virusno okužbo v 100 %. Devetinštirideset odstotkov 
bolnikov s HMRS je imelo zmanjšane vrednosti oGF na dan sprejema 
v bolnišnico. Vrednosti oGF so bile patološke 8 dni; 8 dni pri PUU 
bolnikih in 11 dni pri DOB bolnikih (tabela 5, slika 23). 
 
Slika 23: Časovnica ocene glomerulne filtracije po metodi Cockroft-
Gault (oGF, mL/min/1,73 m2) pri bolnikih s HMRS. Meja normalne 
vrednosti je 60. Meritve so bile opravljene pri 77 bolnikih. Škatle z brki 
(angl. boxplots) predstavljajo posamezen dan bolezni. Tanke sive črte 
povezujejo meritve pri posameznem bolniku. Rdeči črti predstavljata 
normalne vrednosti. Levo skupina bolnikov, okuženih z virusom PUU 
in desno skupina bolnikov, okuženih z virusom DOB. 
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Patološke jetrne teste s povečanimi vrednostmi ALT (običajno 2 ‒ 3 
kratne normalne vrednosti) smo ugotovili pri 87 % bolnikov; v 85 % pri 
bolnikih, okuženih z virusom PUU in v 100 % pri bolnikih, okuženih z 
virusom DOB. Mediana najbolj patoloških vrednosti ALT je bila pri 
bolnikih s HMRS 1,36 (0,58 ‒ 15,57) µkat/L; pri bolnikih s PUU virusno 
okužbo 1,23 (0,58 ‒ 6,93) µkat/L in pri bolnikih z DOB virusno okužbo 
1,71 (0,64 ‒ 15,57) µkat/L (tabela 5, slika 24). 
 
Slika 24: Dinamika koncentracije alanin aminotransferaze (ALT, 
µkat/L) pri bolnikih s HMRS. Mejna normalna vrednost je 0,56. 
Meritve so bile opravljene pri 79 bolnikih. Škatle z brki (angl. boxplots) 
predstavljajo posamezen dan bolezni. Tanke sive črte povezujejo 
meritve pri posameznem bolniku. Rdeči črti predstavljata normalne 
vrednosti. Levo skupina bolnikov, okuženih z virusom PUU in desno 
skupina bolnikov, okuženih z virusom DOB. 
 
Vrednosti protrombinskega časa (PČ) so bile patološke pri 19 od 53 (36 
%) bolnikov s HMRS; pri 17/45 (38 %) bolnikov s PUU virusno okužbo 
in pri 2/8 (25 %) bolnikov z DOB virusno okužbo (tabela 5, slika 25). 




Slika 25: Dinamika protrombinskega časa (PČ, INR) pri bolnikih s 
HMRS. Mejne normalne vrednosti so 0,7 in 1. Meritve so bile 
opravljene pri 52 bolnikih. Škatle z brki (angl. boxplots) predstavljajo 
posamezen dan bolezni. Tanke sive črte povezujejo meritve pri 
posameznem bolniku. Rdeče črte predstavljajo normalne vrednosti. 
Levo skupina bolnikov, okuženih z virusom PUU in desno skupina 
bolnikov, okuženih z virusom DOB. 
 
Aktivirani parcialni tromboplastinski čas (aPTČ) je bil podaljšan pri 
21 od 37 (57 %) bolnikov (tabela 5, slika 26). 
 
Slika 26: Dnevno spreminjanje aktiviranega parcialnega 
tromboplastinskega časa (aPTČ). Normalne vrednosti so med 23 in 36 
s. Meritve so bile opravljene pri 36 bolnikih. Škatle z brki (angl. 
boxplots) predstavljajo posamezen dan bolezni. Tanke sive črte 
povezujejo meritve pri posameznem bolniku. Rdeče črte predstavljajo 
normalne vrednosti. Levo skupina bolnikov, okuženih z virusom PUU 
in desno skupina bolnikov, okuženih z virusom DOB. 
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4.4. DINAMIKA CITOKINA VEGF V POTEKU HMRS 
Analizirali smo dnevno spreminjanje koncentracij VEGF v vzorcih 
plazme bolnikov s HMRS ter ugotovili, da imajo bolniki s HMRS v 
primerjavi s kontrolno skupino višje koncentracije citokina VEGF med 
10. in 15. dnevom bolezni (slika 27). Bolniki z DOB virusno okužbo so 
imeli v primerjavi z bolniki, okuženimi z virusom PUU, višje 
koncentracije VEGF na začetku bolezni (do 12. dne bolezni). Pri 
bolnikih, okuženih z virusom PUU, so koncentracije VEGF dosegle 
maksimum okrog 15. dne bolezni, ko so bolniki običajno že v fazi 
konvalescence.  




Slika 27: Dinamika VEGF v plazmi bolnikov s HMRS. Neprekinjena 
horizontalna črta ponazarja srednje vrednosti pri kontrolni skupini s 
95 % intervalom zaupanja (črtkani horizontalni črti). Posamezne črne 
pike predstavljajo posamezne meritve pri bolnikih.  
 
Poleg dinamike VEGF v vzorcih plazme smo pri bolnikih s HMRS, pri 
katerih smo imeli na voljo sočasno odvzete vzorce plazme in seča, 
primerjali koncentracije v obeh vrstah vzorcev. Pri bolnikih z DOB 
virusno okužbo so bile plazemske koncentracije VEGF ves čas 
spremljanja podobne kot pri kontrolni skupini, medtem ko so bile 
koncentracije VEGF v seču veliko višje, vendar statistična analiza 
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zaradi majhnega števila parnih vzorcev ni bila smiselna (slika 28). 
Tudi pri bolnikih, okuženih z virusom PUU, smo dokazali višje 
koncentracije VEGF v vzorcih seča, ki so bile najvišje v akutni fazi 
bolezni. 
 
Slika 28: Primerjava dinamike VEGF v parnih vzorcih (sočasni 
odvzem plazme in seča). Neprekinjene horizontalne črte ponazarjajo 
srednje vrednosti pri kontrolni skupini s 95 % intervalom zaupanja 
(črtkani horizontalni črti). Črne pike predstavljajo posamezne meritve 
v plazmi, sivi trikotniki pa posamezne meritve v seču bolnikov.  
Emil Pal       Doktorska disertacija 
60 
  
4.5. DINAMIKA RECEPTORJA sVEGFR2 V POTEKU 
HMRS 
Poleg dinamike VEGF smo v poteku HMRS spremljali tudi dinamiko 
receptorja sVEGFR2, ki pomebno vpliva na koncentracijo prostega 
VEGF. V nasprotju z VEGF smo ugotovili, da je koncentracija 
sVEGFR2 v plazmi bolnikov s HMRS značilno nižja v primerjavi s 
kontrolno skupino, predvsem v akutni fazi bolezni (do 12. dne bolezni) 
(slika 29). Koncentracije sVEGFR2 v plazmi so bile nižje pri bolnikih 
z DOB virusno okužbo v primerjavi z bolniki, okuženimi z virusom 
PUU (p=0,045). 




Slika 29: Dinamika receptorja sVEGFR2 v plazmi v poteku HMRS. 
Neprekinjena horizontalna črta ponazarja srednje vrednosti pri 
kontrolni skupini s 95 % intervalom zaupanja (črtkani horizontalni 
črti). Črne pike predstavljajo posamezne meritve pri bolnikih. 
 
Pri primerjavi dinamike receptorja sVEGFR2 v sočasno odvzetih 
vzorcih plazme in seča smo ugotovili, da je pri bolnikih s HMRS 
koncentracija receptorja v plazmi znižana v primerjavi s kontrolno 
skupino, medtem ko je koncentracija sVEGFR2 v seču statistično 
značilno višja. Ugotovili smo tudi, da so najbolj patološke vrednosti 
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koncentracij receptorja prisotne v prvem tednu hospitalizacije (slika 
30). 
 
Slika 30: Primerjava dinamike sVEGFR2 v parnih vzorcev (sočasni 
odvzem plazme in seča). Neprekinjene horizontalne črte ponazarjajo 
srednje vrednosti pri kontrolni skupini s 95 % intervalom zaupanja 
(črtkani horizontalni črti). Črne pike predstavljajo posamezne meritve 
v plazmi, sivi trikotniki pa posamezne meritve v seču bolnikov. 
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4.6. VEGF IN sVEGFR2 KOT NAPOVEDNA 
DEJAVNIKA TEŽE BOLEZNI 
4.6.1. Koncentracije VEGF in sVEGFR2 v akutnih vzorcih  
VEGF in receptor sVEGFR2 sta pomembna biološka dejavnika v 
poteku HMRS, zato smo želeli ugotoviti, ali lahko koncentracije v 
akutnih vzorcih povežemo s hudim potekom HMRS. Kot akuten vzorec 
smo vzeli prvi vzorec ob hospitalizaciji, če je bil le ta v prvih sedmih 
dneh bolezni.  




Slika 31: Primerjava koncentracij VEGF (levo) in sVEGFR2 v akutnih 
vzorcih plazme (zgoraj) in seča (spodaj) pri bolnikih s HMRS. 
Koncentracije VEGF in sVEGFR2 so prikazane kot log10 pg/mL. 
Črtkane črte predstavljajo 95 % interval zaupanja pri kontrolni 
skupini. Statistične primerjave so bile opravljene med vsemi bolniki 
(okuženimi z virusoma DOB in PUU skupaj) ter kontrolno skupino. 
 
Ugotovili smo, da so koncentracije VEGF v akutnih vzorcih plazme 
značilno višje pri bolnikih s HMRS v primerjavi s kontrolno skupino 
(p=0,008) (slika 31), medtem ko so bile vrednosti sVEGFR2 značilno 
nižje pri bolnikih s HMRS (p<0,001). Pri bolnikih s hudim potekom 
bolezni po okužbi z virusom PUU smo dokazali najnižje koncentracije 
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sVEGFR2 v plazmi (p<0,001) (tabela 6). Pri koncentracijah VEGF v 
akutnih vzorcih plazme nismo ugotovili razlik med virusnima vrstama 
niti med različnim potekom bolezni. 
V akutnih vzorcih seča so bile koncentracije VEGF in sVEGFR2 višje 
kot v kontrolni skupini, vendar smo statistično značilne razlike 
dokazali samo pri sVEGFR2 (p<0,001) (tabela 6). Ponovno smo 
najvišje vrednosti sVEGFR2 izmerili pri bolnikih, okuženih z virusom 
PUU, ki so imeli hud potek bolezni.
Emil Pal       Doktorska disertacija 
66 
  
Tabela 6: Koncentracije VEGF in sVEGFR2 v akutnih vzorcih. 
P-vrednosti: primerjava med kontrolno skupino in vsemi bolniki s HMRS oziroma bolniki s hudim potekom bolezni zaradi okužbe 
s PUU virusom. NT = ni testirano
 
št. bolnikov 
VEGF  sVEGFR2 
mediana (min–max) [pg/ml] p   mediana (min–max) [pg/ml] p 
VZORCI PLAZME 
Kontrolna skupina 









virus DOB  
vsi 12 79,8 (18,7-866,0) 
NT 
4943 (4205-10641) 
NT hud 7 73,6 (18,7-490,0) 4997 (4843-10641) 
blag 5 265,3 (60,2-866,0) 4676 (4205-7113) 
virus PUU  
vsi 56 149,1 (5,3-976,8)  6518 (2872-25000)  
hud 15 141,4 (31,4-601,6) 0,172 4311 (3200-20117) <0,001 
blag 41 149,1 (5,3-976,3)  7014 (2872-25000)  
VZORCI SEČA 




Bolniki s HMRS  21 437,9 (54,6-9821,0) 100 (0-2864) 
virus DOB  
vsi   
NT  
  
hud 2 1001 (605,0-1397) 1042 (332-1752) NT 
blag     
virus PUU  
vsi 19 304,6 (54,6-9821)  80 (0-2864)  
hud 4 1241 (266,0-9821) NT 1116 (63-2864) <0,001 
blag 15 182,1(54,6-1282)  79 (0-1844)  




4.6.2. Povezava dinamike VEGF in receptorja z virusnim 
bremenom  
Z regresijskim modelom mešanih učinkov smo dokazali statistično 
značilno povezavo med dinamiko receptorja sVEGFR2 in 
koncentracijami hantavirusne RNA v krvi bolnika (p=0,007), in sicer 
je rast virusnega bremena sovpadala z zmanjšanimi koncentracijami 
sVEGFR2 v plazmi.  
Pri dinamiki VEGF v plazmi bolnikov in koncentracijo virusnega 
bremena smo ugotovili  nelinearno povezavo, ki pa je bila značilna le 
pri bolnikih, okuženih z virusom DOB (p=0,018). 
4.6.3. Povezava dinamike VEGF in receptorja s kliničnimi in 
laboratorijskimi kazalci 
Dinamiko VEGF smo primerjali z dnevnimi vrednostmi diureze, oGF, 
kreatinina (log10), koncentracije trombocitov, prokalcitonina (log10) ter 
d-dimerja. Ugotovili smo pozitivno linearno povezavo med dinamiko 
VEGF v plazmi ter dinamiko trombocitov in diureze pri bolnikih s 
HMRS (tabela 7). Ugotovili smo tudi nelinearno pozitivno povezavo 
med koncentracijo VEGF v plazmi in CRP (p=0,005). 
Dinamiko receptorja sVEGFR2 smo analizirali samo v povezavi z 
dnevno dinamiko koncentracije trombocitov in diurezo. Dokazali smo 
statistično značilno pozitivno linearno povezavo med sVEGFR2 in 
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obema kliničnima kazalcema (tabela 7). Značilno povezavo med 
sVEGFR2 in diurezo smo potrdili tudi pri bolnikih s PUU virusno 
okužbo (p<0,001). 
V seču so bile koncentracije VEGF in sVEGFR2 negativno linearno 
povezane s koncentracijami trombocitov in diurezo (tabela 7). 
 
Tabela 7: Povezava med koncentracijami VEGF/sVEGFR2 in diurezo 
oziroma koncentracijami trombocitov. 
*Dnevna diureza je je bila merjena pri 58 bolnikih; **dnevne koncentracije 





































V doktorski nalogi smo natančno prikazali pojav, trajanje in jakost 
kliničnih in laboratorijskih kazalcev pri bolnikih s HMRS. Z dnevnim 
spremljanjem dinamike kliničnih in laboratorijskih kazacev smo 
predstavili tudi časovni potek HMRS, vse to pa smo povezali tudi z 
dinamiko bioloških molekul VEGF in sVEGFR2. Izsledki naše 
raziskave, kot so npr. pojavnost glavnih klinični simptomov oziroma 
znakov in odstopanja v laboratorijskih izvidih, so v veliki meri v 
sozvočju s predhodnimi objavami v slovstvu [7,8,61,118–123]. Potrdili 
smo, da HMRS v Sloveniji povzročata virusa PUU in DOB [7,8,56]. 
Podrobneje smo prikazali in potrdili razlike v kliničnem poteku okužb 
s posameznima virusoma [7,8]. Da imajo bolniki, okuženi z virusom 
DOB, hujšo obliko bolezni, smo potrdili z večjim deležem teh bolnikov, 
ki so izpolnjevali kriterije za hujši potek bolezni (prisotnost oligurije 
oziroma anurije, potreba po nadomestnem zdravljenju s hemodializo, 
pogostejši dokaz ascitesa, plevralnega izliva, večjih krvavitev) ter 
daljšo hospitalizacijo. Kljub temu, da razlike niso bile vedno statistično 
značilne, so kazale tendenco v prid bolnikov z DOB virusno okužbo 
(tabela 5). 
V raziskavi smo ugotovili, da za HMRS zbolijo moški srednjih let, ki v 
poletnih mesecih opravljajo aktivnosti v naravi. Ugotovili smo, da 
zdravniki, ki bolnike napotijo v bolnišnico, bolezen redko prepoznajo. 
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Kljub dejstvu, da je HMRS v Sloveniji znana že več kot 35 let [124,125] 
in povečani medijski pozornosti ob večji epidemiji v letu 2012 [6,126], 
je bila napotna diagnoza HMRS navedena le pri 5 % bolnikov (tabela 
3). Težavo pri prepoznavi HMRS lahko predstavlja dejstvo, da so kljub 
temu, da gre za virusno bolezen, izsledki laboratorijskih preiskav bolj 
podobni bakterijski okužbi [8,67,127]. Ugotovili smo, da so bile 
povečane vrednosti CRP in PCT, ki smo jih dokazali pri več kot 90 % 
bolnikov, prisotne že ob sprejemu v bolnišnico in so trajale 3 ‒ 7 dni 
(tabela 5). 
Za HMRS sta značilna akutna ledvična okvara in manjše krvavitve. V 
laboratorijskih izvidih so v ospredju znaki ledvične prizadetosti, 
trombocitopenija in povečane vrednosti ALT. Trombocitopenija je bila 
praviloma prisotna ob sprejemu v bolnišnico (5. dan po nastopu 
bolezenskih znakov) in je trajala 4 (1 ‒ 16) dni. Najnižje vrednosti 
trombocitov (mediana 55 x 109/L ) smo ugotovili 5. dan bolezni, na 
zadnji dan povišane telesne temperature. Ko so vrednosti trombocitov 
dosegle normalne vrednosti, se kasneje v poteku bolezni niso več 
manjšale. Za razliko od laboratorijskih kazalcev so bile klinične 
manifestacije ledvične prizadetosti (oligurija/anurija) prisotne le pri 28 
% bolnikov (pri 21 % bolnikov s PUU in 67 % z DOB virusno okužbo). 
Te ugotovitve so podobne z zapisi v slovstvu [7,8,121]. Posamezni 
avtorji so prišli do drugačnih spoznanj, npr. v nemški raziskavi so 
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oligurijo opisali pri 32 od 75 (43 %) bolnikov, okuženih z virusom PUU 
[120].  
V naši raziskavi smo oligurijo dokazali celo manj pogosto kot akutno 
kratkovidnost, ki nastane zaradi zadebelitve očesne leče in velja za 
patognomonični znak HMRS. V predhodnih raziskavah je bil delež 
bolnikov z akutno miopijo zelo različen: od 22 % do 87 % pri bolnikih s 
PUU virusno okužbo [7,8,64,118,128]. V naši raziskavi smo akutno 
miopijo dokazali pri 35 % bolnikov. Pojavila se od 2. do 12. dne bolezni 
(mediana 5. dan) in je trajala kratek čas (mediana 2 dni). 
Drugi, zelo značilen, vendar pogosto spregledan klinični znak HMRS, 
je sinusna bradikardija [8,66], ki običajno nastopi med hipotenzijo. 
Dokazali smo jo pri 28 od 81 (35 %) bolnikov, pojavila se je nekoliko za 
akutno kratkovidnostjo in je bila prisotna kratek čas (tabela 4). 
Manifestne krvavitev so pri evropskih bolnikih s HMRS redke 
[7,8,118]. V naši raziskavi smo jih ugotovili le pri 7 od 81 (9 %) 
bolnikov, kar je malo za bolezen, ki ima oznako »hemoragična«. 
Verjetno bi jo bilo bolj primerno poimenovati hantavirusna bolezen. 
Narašča število zapisov o nekaterih podobnostih med HMRS in HCPS; 
namreč, prizadetost pljuč je lahko prisotna tudi pri HMRS [129]. Braun 
in sodelavci so pri 12 od 75 (16 %) bolnikov, okuženih z virusom PUU, 
na rentgenogramu ugotovili infiltate v pljučih ali plevralni izliv [120]. 
V naši raziskavi smo manjše alveolne infiltrate dokazali le pri 3 % 
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bolnikov s PUU in pri 13 % bolnikov z DOB virusno okužbo. Plevralni 
izliv je bil prisoten pri 12 od 81 (15 %) bolnikov: pri 5 od 66 (8 %) 
bolnikov, okuženih z virusom PUU in pri 7 od 15 (47 %) bolnikov z DOB 
virusno okužbo (p=0,012). Plevralni izliv smo ugotovili 8. dan bolezni 
in mu je bil običajno pridružen ascites (tabela 4), kar je lahko posledica 
sindroma žilne prepustnosti ali prevelike hidracije. 
Zasnova doktorske naloge je glede na razpoložljive vire prva, kjer je 
potek HMRS natančno opisan po dnevih bolezni s kinetiko kliničnih in 
laboratorijskih kazalcev (slike 5 ‒ 26). Ugotovili smo, da klasični 
razvoj HMRS v petih fazah bolezni (vročinska, hipotenzivna, 
oligurična, poliurična in konvalescentna), ki ga navajajo številni 
članki, navadno ni prisoten. 
Naša raziskava ima nekaj šibkih točk. Glavna omejitev je relativno 
majhno število bolnikov, okuženih z virusom DOB (15 bolnikov), ki so 
bili hospitalizirani v času trajanja raziskave in so privolili v 
sodelovanje. Število je ostalo majhno kljub temu, da smo uspeli 
vključiti kar 71% vseh bolnikov, ki so bili hospitalizirani zaradi HMRS, 
povzročene z virusom DOB. 
Glede na to, da radioloških preiskav prsnega koša in ultrazvočnih 
preiskav nismo opravljali dnevno, smo morebiti podcenili podatke o 
deležu, pojavu in trajanju plevralnega izliva oziroma ascitesa. 
Za razliko od klinični znakov smo podatke o laboratorijskih kazalcih 
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lahko natančno spremljali šele med hospitalizacijo (mediana trajanja 
bolezni pred hospitalizacijo je bila 5 dni). Tako so bili posamezni znaki 
bolezni ali laboratorijska odstopanja lahko prisotni že bolj zgodaj v 
poteku bolezni, pred hospitalizacijo. Posledično smo trajanje nekaterih 
kliničnih znakov in laboratorijskih nenormalnosti podcenili in je bilo 
verjetno v resnici daljše, kot je pokazala naša raziskava. 
Poleg dinamike kliničnih in laboratorijskih kazalcev nas je zanimala 
tudi vpletenost VEGF in receptorja sVEGFR2 v poteku HMRS. Žilni 
endotelij je kompleksen, dinamičen sistem, ki se zelo hitro odziva na 
vplive iz okolja. Tako iz inaktivnega stanja prehaja v aktivnega in 
nazaj. Značilnost hemoragičnih mrzlic, vključno s HMRS, je povečana 
prepustnost žil, tromboze v drobnem žilju in vnetje, ki je posledica 
disfunkcije endotelijskih celic [130]. VEGF je poglavitni regulator 
normalne angiogeneze, med katero spodbuja proliferacijo, 
diferenciacijo in migracijo endotelijskih celic. Istočasno po drugi strani 
lahko povzroči žilno prepustnost, posreduje od endotelija odvisno 
vazodilatacijo in vpliva na žilno preživetje s preprečevanjem apoptoze 
endotelija [18,29]. 
Analizirali smo dinamiko izločanja VEGF in sVEGFR2 pri bolnikih s 
HMRS in ugotavljali, kako je povezana s potekom bolezni, virusnim 
bremenom ali posameznimi kliničnimi oz. laboratorijskimi kazalci. 
Koncentracije VEGF v plazmi bolnikov s HMRS niso znatno odstopale 
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od vrednosti, izmerjenih pri kontrolni skupini. Pri preučevanju 
dinamike VEGF smo ugotovili razlike v izločanju VEGF glede vrsto 
hantavirusa. Pri bolnikih, okuženih z virusom PUU, smo izmerili 
največje koncentracije VEGF med 10. in 15. dnevom bolezni, v času, ko 
bolniki običajno vstopijo v fazo konvalescence in so odpuščeni iz 
bolnišnice. V skupini bolnikov z DOB virusno okužbo takšnega vrha 
izločanja VEGF nismo ugotovili (slika 27). 
Za oceno primernosti VEGF kot biološkega kazalca za opredelitev teže 
bolezni pri HMRS, smo primerjali akutne vzorce plazme, odvzete v 
prvem tednu bolezni. V slovstvu so opisali povezavo med povečanimi 
koncentracijami VEGF in hudim potekom HMRS [19,32,33,35,36]. V 
naši raziskavi primerjava plazemskih koncentracij VEGF in poteka 
bolezni nista bila statistično pomembno povezana, ne glede na 
preiskovano vrsto hantavirusa. 
Za dokaz morebitnih razlik koncentracij VEGF, merjenih v različnih 
vzorcih, smo primerjali vrednosti VEGF v serumu in plazmi pri istih 
bolnikih (29 bolnikov), odvzetih na isti dan. Koncentracije VEGF v 
serumu in plazmi bolnikov s HMRS so bile statistično značilno različne 
(p=0,04). Vrednosti VEGF so bile v serumu višje kot v plazmi (237,8 
oziroma 112,9 pg/mL). V predhodnih objavah so opisali, da 
koncentracije VEGF naraščajo med koagulacijo krvi kot posledica 
sproščanja VEGF iz trombocitov. Po mnenju avtorjev so vzorci plazme 
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bolj ustrezni kot vzorci seruma za merjenje koncentracij prosto 
krožečega VEGF [102,131]. 
Tarčni organ v poteku HMRS so ledvice. Okužba s patogenimi 
hantavirusi pogosto povzroči okvaro ledvic [11]. V ledvicah je izražanje 
VEGF in njihovih receptorjev najbolj izrazito v podocitih glomerulov in 
tubulnih oziroma peritubulnih epitelnih celicah [29,98]. Fiziološki 
pomen VEGF v ledvicah je slabo poznan. Opisali so njegovo vlogo pri 
rasti in proliferaciji glomerulnih in peritubulnih celic. Pod 
hipoksičnimi pogoji se iz tubulnih celic VEGF neposredno izloča v seč. 
Povečane koncentracije VEGF v seču so lahko edinstven pokazatelj 
ledvične hipoksije [29,98]. Pri bolnikih z DOB virusno okužbo smo 
ugotovili povečane koncentracije VEGF v seču med celotno 
hospitalizacijo. Ko smo primerjali koncentracije VEGF v plazmi in 
seču, so bile le-te večje v seču. Avtorji so pri bolnikih s kronično 
ledvično boleznijo opisali povečano izločanje VEGF v seču s slabšanjem 
ledvične funkcije, kar je kazalo na izločanje VEGF iz rezidualnih 
nefronov pod hipoksičnimi pogoji [98]. Večina bolnikov, vključenih v 
našo raziskavo, je imela znake ledvične okvare s povečanimi 
vrednostmi kreatinina in zmanjšano glomerulno filtracijo. Dvanajst od 
81 (14,8 %) bolnikov je potrebovalo prehodno zdravljenje s hemodializo 
vsaj enkrat v času bolnišničnega zdravljenja. 
Za oceno vloge VEGF pri patogenezi HMRS smo opazovali povezavo 
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med VEGF in laboratorijskimi kazalci. Porast plazemske koncentracije 
VEGF je sovpadal s porastom koncentracije trombocitov v krvi, ki je bil 
eden izmed prvih pokazateljev kliničnega izboljšanja. V nasprotju s 
koncentracijami v plazmi, so bile koncentracije VEGF v seču negativno 
povezane s koncentracijo trombocitov in diurezo. Ti podatki kažejo na 
dvojno vlogo VEGF pri patofiziologiji ledvic: v začetnem obdobju 
bolezni nakazujejo na lokalno izločanje VEGF s posledično okvaro 
ledvic, kasneje v poteku bolezni pa ima VEGF aktivno vlogo pri 
popravilu in izboljšanju delovanja ledvic. Slednje potrjujejo povečane 
koncentracije VEGF sočasno z normalizacijo oziroma izboljšanjem 
kliničnih kazalcev. 
Učinki VEGF se posredujejo preko vezave na receptorje VEGFR1 in 
VEGFR2. Z vezavo VEGF na receptorje se prepreči aktivacija 
dodatnih, oddaljenih endotelijskih celic. In vitro raziskave so pokazale 
povečano prepustnost žilja po aplikaciji VEGF z aktivacijo zapletenih 
signalnih mehanizmov preko vezave na receptor VEGFR2 in 
internalizacijo VE-kadherina ali preko aktivacije integrinskih β3 
receptorjev [76]. Integrinski β3 receptorji so prisotni na endotelijskih 
celicah in predstavljajo poglavitne receptorje za vstop patogenih 
hantavirusov [37,38,79,99,112]. 
Pri vzorcih bolnikov, odvzetih prvih 7 dni bolezni, okuženih z virusom 
DOB, je primerjava koncentracij sVEGFR2 s kontrolno skupino 
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pokazala nižje vrednosti v vzorcih plazme in povečane vrednosti v 
vzorcih seča. 
Dokaz normalnih plazemskih koncentracij VEGF in zmanjšanih 
koncentracij sVEGFR2 nakazuje znatne razlike v koncentraciji 
aktivnih, krožečih VEGF. Zmanjšanje plazemskih koncentracij 
sVEGFR2 lahko predstavlja mehanizem, preko katerega VEGF 
povzroča sistemsko prepustnost žilja. VEGF lahko prispeva k žilni 
prepustnosti zaradi odsotnosti oziroma zmanjšane koncentracije 
topnih receptorjev, ki niso zmožni inaktivirati VEGF [18]. V naši 
raziskavi so bile plazemske koncentracije sVEGFR2 v negativni 
povezavi z virusnim bremenom. Istočasno smo ugotovili pozitivno 
linearno povezavo med plazemskimi koncentracijami sVEGFR2 ter 
koncentracijami trombocitov v krvi in diurezo, z večjimi 
koncentracijami v poliurični fazi bolezni (8421 pg/mL; min-max: 4277 
‒ 17614 pg/mL). 
Pri bolnikih, okuženih z virusom PUU, so se koncentracije sVEGFR2 v 
seču hitro zmanjšale v nekaj dneh, medtem ko so bile pri bolnikih, 
okuženih z virusom DOB, povečane do 17. dne bolezni. V seču so bile 
vrednosti sVEGFR2 negativno povezane s koncentracijami 
trombocitov in diurezo pri obeh vrstah hantavirusov (PUU in DOB). 
Pri bolnikih s hemoragičnimi manifestacijami smo izmerili močno 
povečane koncentracije VEGF tako v plazmi (454 pg/mL; min-max: 
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106,5 ‒ 1683 pg/mL) kot v seču (8034 pg/mL; min-max: 5574 ‒ 12395 
pg/mL) ter tudi visoke vrednosti sVEGFR2 v seču (787 pg/mL; min-
max: 6 ‒ 2869 pg/mL). Izsledki nakazujejo na izrazito sistemsko 
sproščanje VEGF in predvsem lokalno sproščanje receptorja sVEGFR2 
pri bolnikih z obsežnimi krvavitvami. Med aktivacijo fibrinolitičnega 
sistema lahko pride do dodatnega sproščanja VEGF, kot so opisali pri 
bolnikih s hemoragično mrzlico denga [132]. Zaradi majnega števila 
bolnikov z večjimi krvavitvami (7/81, 9 %), primerjava med skupinama 
bolnikov, okuženimi z virusom PUU oziroma virusom DOB, ni bila 
smiselna. 
Naša raziskava je prva opisana v slovstvu, kjer smo preučevali dnevno 
izločanje VEGF in sVEGFR2 v plazmi in seču pri bolnikih, okuženih z 
virusoma PUU oziroma DOB. 
Dokazali smo, da ima VEGF vlogo pri natančnem uravnavanju žilne 
prepustnosti in s tem pomembno vlogo v patogenezi HMRS. V začetku 
bolezni lokalno povišane koncentracije VEGF in znižane koncentracije 
sVEGFR2 omogočajo razrahljanje tesnih stikov in povzročijo povečanje 
žilne prepustnosti. V kasnejšem stadiju HMRS pa se kljub 
normalizaciji koncentracije receptorja poveča koncentracija VEGF, kar 
nakazuje, da je le-ta pomembno vpleten tudi v remodeliranje žilnega 
endotelija. Glede na to, da VEGF učinkuje v neposredni okolici mesta 
izločanja (v dosegu 0,5 mm), predstavlja merjenje lokalnega izločanja 
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VEGF in sVEGFR2 v seču potencialno uporaben biološki kazalec za 
prepoznavo bolnikov s HMRS, pri katerih je večja verjetnost nastanka 
krvavitev in s tem hujšega poteka bolezni, zaradi katerega je potrebna 
daljša hospitalizacija in rehabilitacija.  




• Podatki o natančnem pojavu, trajanju in jakosti kliničnih 
simptomov, znakov in laboratorijskih kazalcev pri bolnikih s 
HMRS, kot tudi deležu bolnikov s posameznimi patološkimi 
spremembami v poteku bolezni, predstavljajo temelj za 
kakovostno oskrbo bolnikov s HMRS. 
• Klasičnega poteka bolezni v petih fazah (vročinska, 
hipotenzivna, oligurična, poliurična in faza konvalescence) 
pogosto ni.  
• VEGF ima pomembno vlogo pri natančnem uravnavanju 
endotelijske prepustnosti malih žil in tako pomembno vlogo v 
patogenezi HMRS.  
• V začetku bolezni VEGF vpliva na endotelijsko prepustnost in 
okvaro drobnega žilja, tako, da je značilno zmanjšana 
koncentracija topnih receptorjev v krvi. 
• V kasnejšem stadiju HMRS pa so višje koncentracije VEGF v 
plazmi in seču, ob normalnih koncentracijah receptorja, 
najverjetneje potrebne za remodeliranje žilnega endotelija. 
• Glede na to, da VEGF učinkuje v neposredni okolici mesta 
izločanja (v obsegu 0,5 mm), predstavlja merjenje lokalnega 
izločanja VEGF in sVEGFR2 v seču potencialno uporaben 
biološki kazalec za prepoznavo bolnikov s HMRS, pri katerih bi 
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lahko bolezen potekala v hujši obliki.   




Hemoragična mrzlica z renalnim sindromom (HMRS) je sistemska 
bolezen, ki prizadene različne organe in organske sisteme. Okužba s 
hantavirusi lahko poteka brez kliničnih znakov, kot blaga bolezen ali 
kot huda bolezen z večorgansko prizadetostjo in smrtnim izidom. 
Patogeneza HMRS je slabo poznana. Značilnost bolezni je disfunkcija 
endotelija s prehodno povečano prepustnostjo kapilar, s posledičnim 
edemom tkiv in organsko prizadetostjo. Izsledki raziskav kažejo, da 
imajo pri patogenezi HMRS pomembno vlogo različni citokini in 
kemokini, ki vplivajo na potek in izid bolezni. V slovstvu so zaradi 
zapletene funkcije citokinov in njihovega delovanja preko različnih 
mehanizmov, pogosto prišli do nasprotujočih zaključkov glede vpliva 
na izid bolezni. 
V doktorski nalogi smo proučevali dnevno spreminjanje kliničnih in 
laboratorijskih kazalcev, ki so značilni za HMRS ter pomen dejavnikov 
endotelijske prepustnosti v patogenezi HMRS. S prospektivnim, 
dnevnim spremljanjem izbranih kliničnih in laboratorijskih kazalcev 
smo želeli pridobiti natančen vpogled v potek HMRS ter ugotoviti 
razlike med bolniki, okuženimi z virusom Puumala (PUU) oziroma 
virusom Dobrava (DOB). Eden od pomembnejših citokinov, ki 
uravnava žilno prepustnost je VEGF, zato smo v doktorski nalogi 
proučevali dinamiko VEGF in receptorja sVEGFR2 v plazmi in seču 
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bolnikov v času bolnišničnega zdravljenja. Zanimalo nas je, ali lahko 
povežemo potek bolezni, virusno breme ter izbrane klinične in 
laboratorijske kazalce s koncentracijami VEGF oziroma sVEGFR2. 
Klinični znaki, ki so bili prisotni prvi dan bolezni, so bili povišana 
telesna temperatura, glavobol in bolečine v mišicah. Prisotni so bili pri 
86 %, 65 % in 40 % bolnikov in so v povprečju trajali 4, 4 oziroma 5,5 
dni. Sledili so akutna kratkovidnost, ki se je pojavila 5. dan bolezni, 
nespečnost (6. dan), oligurija/anurija (6. dan), poliurija (9. dan) in 
sinusna bradikardija (9,5. dan). Prisotni so bili pri 35 %, 30 %, 28 %, 
91 % in 35 % bolnikov z mediano trajanja 2, 2, 2, 7 oziroma 1 dan. V 
laboratorijskih izvidih smo ob sprejemu v bolnišnico ugotovili 
trombocitopenijo, povečane vrednosti alanin aminotransferaze, C-
reaktivnega proteina, prokalcitonina, kreatinina, zmanjšane vrednosti 
glomerulne filtracije in levkocitozo. Dokazali smo jih pri 95 %, 87 %, 99 
%, 91 %, 94 %, 87 % oziroma 55 % bolnikov. V povprečju so trajali 4, 3, 
7, 3, 9, 8 oziroma 2 dni. Primerjava kliničnih in laboratorijskih 
ugotovitev pri bolnikih, okuženih z virusom DOB in virusom PUU, je 
pokazala razlike v njihovi pojavnosti, jakosti in trajanju. Bolniki, 
okuženi z virusom DOB so v večjem deležu izpolnjevali kriterije za 
hujši potek bolezni (prisotnost oligurije oziroma anurije, potreba po 
zdravljenju s hemodializo, pogostejši dokaz ascitesa, plevralnega 
izliva, večje krvavitve) ter daljšo hospitalizacijo. Klasičnega poteka 
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bolezni v petih fazah (vročinska, hipotenzivna, oligurična, poliurična 
in faza konvalescence) pogosto nismo dokazali. 
Dnevno spreminjanje koncentracij VEGF in sVEGFR2 v plazmi 
bolnikov s HMRS ni znatno odstopalo od vrednosti, izmerjenih pri 
kontrolni skupini. Pri dinamiki VEGF smo ugotovili razlike v izločanju 
VEGF glede vrsto hantavirusa. Pri bolnikih, okuženih z virusom PUU, 
smo izmerili največje koncentracije VEGF v plazmi med 10. in 15. 
dnevom bolezni, v času, ko bolniki običajno vstopijo v fazo 
konvalescence in so odpuščeni iz bolnišnice. V skupini bolnikov z DOB 
virusno okužbo takšnega vrha izločanja VEGF nismo ugotovili. Pri 
bolnikih z DOB virusno okužbo smo ugotovili povečane koncentracije 
VEGF v seču med celotno hospitalizacijo. Ko smo primerjali 
koncentracije VEGF v plazmi in seču bolnikov s HMRS, so bile le-te 
večje v seču. Porast plazemske koncentracije VEGF je sovpadal s 
porastom koncentracije trombocitov v krvi, ki je bil eden izmed prvih 
pokazateljev kliničnega izboljšanja. V nasprotju s koncentracijami v 
plazmi, so bile koncentracije VEGF v seču negativno povezane s 
koncentracijo trombocitov in z diurezo. Ti podatki kažejo na dvojno 
vlogo VEGF pri patofiziologiji ledvic: v začetnem obdobju bolezni 
nakazujejo na lokalno izločanje VEGF s posledično okvaro ledvic, 
kasneje v poteku bolezni pa ima VEGF aktivno vlogo pri popravilu in 
izboljšanju delovanja ledvic. Pri analizi sočasno odvzetih vzorcev 
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plazme in seča smo pri bolnikih s PUU virusno okužbo ugotovili 
povečane koncentracije VEGF v seču v prvih petih dneh bolezni. V naši 
raziskavi so bile plazemske koncentracije sVEGFR2 v negativni 
povezavi z virusnim bremenom. Ugotovili smo tudi pozitivno linearno 
povezavo med plazemskimi koncentracijami sVEGFR2 ter 
koncentracijami trombocitov v krvi in diurezo, z večjimi 
koncentracijami v poliurični fazi bolezni. Pri bolnikih, okuženih z 
virusom PUU, so se koncentracije sVEGFR2 v seču hitro zmanjšale v 
nekaj dneh, medtem ko so bile pri bolnikih, okuženih z virusom DOB, 
povečane do 17. dneva bolezni. Vrednosti sVEGFR2 v seču so bile 
negativno povezane s koncentracijami trombocitov in diureze pri obeh 
vrstah hantavirusov (PUU in DOB). Povečanje virusnega bremena je 
značilno sovpadalo z zmanjšanjem plazemskih koncentracij sVEGFR2. 
Pri bolnikih s krvavitvami so bile močno povečane koncentracije VEGF 
v plazmi in seču ter koncentracije sVEGFR2 v seču.  
Določitev lokalnega izločanja VEGF in sVEGFR2 v seču bi lahko bil 
potencialno uporaben biološki kazalec za prepoznavo bolnikov s 
HMRS, pri katerih bo bolezen potekala v hujši obliki.  
V nalogi smo potrdili hipotezo, da je težji potek HMRS povezan s 
povečanimi koncentracijami VEGF v seču in da so v plazmi in seču 
spremenjene koncentracije sVEGFR2. 
  




Hemorrhagic fever with renal syndrome (HFRS) is a systemic disease 
targeting different organs and organ systems. The clinical spectrum 
ranges from asymptomatic infection to a severe course with fatal 
outcome. The pathogenesis of HFRS is only partially understood. 
Capillary leakage is the characteristic of hantavirus disease, resulting 
in tissue damage and organ failure. Cytokines may play more than one 
role by exerting various functions in local and time-dependent manner; 
such multifactorial function might explain why different studies have 
shown their diverse impacts on the disease outcome. One such 
cytokine, assesed in several studies is vascular endothelial growth 
factor (VEGF) and its soluble receptor (sVEGFR2). 
The aim of our study was to gain detailed insight into HFRS dynamics 
in patients infected with Puumala (PUU) and Dobrava (DOB) virus by 
analyzing sequential values of selected clinical and laboratory 
parameters. We also evaluated the importance of factors causing 
endothelial dysfunction in the pathogenesis os HFRS. To study kinetics 
of secretion of VEGF and sVEGFR2 serial blood and serial urine 
samples were analyzed. Levels of VEGF and sVEGFR2 in plasma and 
urine samples were compared with selected clinical and laboratory 
parameters to evaluate the usefulness of VEGF and sVEGFR2 as 
biomarkers for disease severity. 
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The initial signs/symptoms, appearing on median day 1 of illness were 
fever, headache, and myalgia. These were present in 86 %, 65 %, and 
40 % of patients and had a median duration of 4, 4, and 5.5 days, 
respectively. The signs/symptoms were followed by myopia 
(appearance on day 5), insomnia (day 6), oliguria/anuria (day 6), 
polyuria (day 9), and sinus bradycardia (day 9.5). These were present 
in 35 %, 30 %, 28 %, 91 %, and 35 % of patients; their median duration 
was 2, 2, 2, 7, and 1 day, respectively. Laboratory abnormalities, 
including thrombocytopenia, elevated alanine aminotransferase, CRP, 
procalcitonin, creatinine, diminished glomerular filtration rate, and 
leukocytosis, were ascertained on admission to hospital or on the 
following day (day 5 or 6 of illness) and were established in 95 %, 87 %, 
99 %, 91 %, 94 %, 87 %, and 55 % of patients, and had a median 
duration of 4, 3, 7, 3, 9, 8, and 2 days, respectively. Comparison of 
patients infected with DOB and PUU viruses found several differences 
in the frequency, magnitude, and duration of abnormalities, indicating 
that Dobrava virus causes the more severe HFRS. In the majority of 
patients, the classic clinical distinction into febrile, hypotonic, oliguric, 
polyuric, and convalescent phases of illness is unclear. 
In assessment of VEGF and sVEGFR2 kinetics in serial plasma 
samples from HFRS patients, most plasma VEGF levels were not 
significatly higher than in the control group. However, differences 
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were observed in VEGF secretion in relation to virus species. In PUU 
virus infected group, VEGF levels peaked between day 10 and day 15 
of illness, at the time when patients usually enter the recovery stage 
of disease and are discharged from hospital; however, in DOB virus 
infected patients no peak was seen. In DOB virus infected patients, 
VEGF levels in urine were considerably elevated throughout the 
disease course. Comparison of VEGF dynamics in plasma and urine 
showed its pronounced secretion in the urine. Increase in plasma 
VEGF was associated with an increased platelet count, which is one of 
the first markers of clinical improvement; in contrast, the urine VEGF 
level was negatively associated with platelet count and diuresis. These 
results suggest a dual role of VEGF: first, local secretion of VEGF in 
kidneys following by renal impairment; and second, involvement in the 
repair, as implied by higher levels of plasma VEGF and improvement 
of clinical parameters. In concomitant samples of plasma and urine, in 
PUU virus infected patients, higher VEGF levels were detected in 
urine samples, with peak in the first days of illness. The finding of 
normal plasma VEGF levels and lower plasma sVEGFR2 levels 
suggests a substantial difference in the circulating active VEGF levels. 
A decrease of plasma sVEGFR2 could be a potential mechanism for 
VEGF-directed systemic permeability, where VEGF cotributes to 
capillary leak by not being inactivated by receptor. In our study, the 
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plasma level of sVEGFR2 was negatively associated with viral load, 
but positive linear association between plasma sVEGFR2 levels and 
both, platelet count and diuresis, was recognized, with higher levels in 
the polyuric stage of the disease. The urine levels of sVEGFR2 in PUU 
virus infected patients decreased rapidly in a few days, but in DOB 
virus infected patients they remained high up to day 17 of illness. In 
urine, sVEGFR2 levels negatively associated with platelet count and 
diuresis in both virus species groups (PUU and DOB). Significant 
association was confirmed between sVEGFR2 and viral load, where an 
increase of viral load correlated with decresed plasma sVEGFR2. 
Patients with hemorrhagic manifestations had very high plasma and 
urine VEGF levels and also high levels of urine sVEGFR2. Measuring 
a local secretion of sVEGFR2 in urine might be a useful biomarker for 
identifying those HFRS patients who will progress to severe disease. 
In our work, we confirmed the thesis, that the severe course of HFRS 
is associated with elevated VEGF concentrations in urine and that 
sVEGFR2 concentrations are altered in urine in plasma. 
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receptor in patients with hemorrhagic
fever with renal syndrome
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Abstract
Hemorrhagic fever with renal syndrome (HFRS) is characterized by endothelial dysfunction with capillary leakage
without obvious cytopathology in the capillary endothelium. The aim of the study was to analyze the kinetics of
vascular endothelial growth factor (VEGF) and its soluble receptor (sVEGFR-2) in HFRS patients infected with Dobrava
(DOBV) or Puumala virus (PUUV). VEGF and sVEGFR-2 levels were measured in daily plasma and urine samples of 73
patients with HFRS (58 with PUUV, 15 with DOBV) and evaluated in relation to clinical and laboratory variables. In
comparison with the healthy controls, initial samples (obtained in the ﬁrst week of illness) from patients with HFRS had
higher plasma and urine VEGF levels, whereas sVEGFR-2 levels were lower in plasma but higher in urine. VEGF levels
did not differ in relation to hantavirus species, viral load, or the severity of HFRS. The comparison of VEGF dynamics in
plasma and urine showed the pronounced secretion of VEGF in urine. Signiﬁcant correlations were found between
daily VEGF/sVEGFR-2 levels and platelet counts, as well as with diuresis: the correlations were positive for plasma VEGF/
sVEGFR-2 levels and negative for urine levels. In addition, patients with hemorrhagic manifestations had very high
plasma and urine VEGF, together with high urine sVEGFR-2. Measuring the local secretion of sVEGFR-2 in urine might
be a useful biomarker for identifying HFRS patients who will progress to severe disease.
Introduction
Pathogenic hantaviruses are etiologic agents of two
clinical syndromes in humans, namely, hemorrhagic fever
with renal syndrome (HFRS) in Eurasia and hantavirus
cardiopulmonary syndrome (HCPS) in the Americas1.
Hantavirus disease is a systemic illness targeting different
organs and organ systems2. The clinical spectrum ranges
from asymptomatic infection to a severe course with fatal
outcomes, depending, in part, on the causative virus3–5.
Endothelial dysfunction with temporary capillary leakage
is the hallmark of the disease, resulting in tissue edema
and organ failure, although the capillary endothelium
displays no obvious cytopathology3,6–9. The vascular
leakage is likely to be a multifactorial process, inﬂuenced
by virus characteristics, viral load, and host factors2,4.
Cytokines and chemokines are involved in the patho-
genesis of disease and correlate with disease progress and
outcome3,6,10. Cytokines may play more than one role by
exerting various functions in a local and time-dependent
manner; such multifactorial function might explain why
different studies have shown the diverse impacts of
cytokines on disease outcome3,11,12.
One such elusive cytokine, assessed in several studies, is
a vascular endothelial growth factor (VEGF) and its
soluble receptors8,13–21. VEGF is a family of ﬁve proteins,
VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, and placental
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growth factor (PlGF), which are coded on separate genes
in humans. VEGF-A can be generated by almost all cells
under hypoxic or other stress conditions, including
endothelial cells; its most distinctive activity is the ability
to render microvessels hyperpermeable22. In doing so,
VEGF-A initiates a cascade of events that result in
extravasation of plasma and plasma proteins, edema,
clotting, and deposition of a provisional ﬁbrin stroma that
serves as a template for ﬁbroblast and endothelial cell
migration, leading to the formation of scar tissue23. VEGF
acts locally (within 0.5 mm of release) through binding to
the cognate receptors and applies downstream signaling
through multiple signaling pathways that differ in their
time courses22,23. VEGF receptors VEGFR-1 and VEGFR-
2 are high-afﬁnity transmembrane tyrosine kinase recep-
tors that are preferentially expressed in proliferating
endothelial cells and regulate proliferation and migration
of the cells by binding circulating VEGF. Soluble VEGFR-
2 receptor is a sponge that soaks up and inactivates
VEGF and normally prevents generalized vascular
permeability24,25.
Several studies have shown involvement of VEGF/
sVEGFR-2 in endothelial activation during the febrile
stage of hantavirus disease and an association with disease
severity14–17,19–21. Pathogenic hantaviruses bind to αvβ3
integrin and increase the vascular permeability of endo-
thelial cells in response to VEGF through phosphorylation
and internalization of vascular endothelial cadherin and
the ensuing disassembly of adherens junctions on the
intracellular cleft26–29. However, some more recent stu-
dies point to the role of VEGF in endothelial remodeling
and repair rather than dysfunction or damage7,8,13. In
patients with HCPS, VEGF levels in serum are normal,
whereas they are elevated in pulmonary edema ﬂuid and
activated pulmonary peripheral blood monocytes, sug-
gesting localized rather than systemic excretion of
VEGF13.
The aim of our study was to describe the kinetics of
VEGF and sVEGFR-2 in plasma and urine samples
obtained from HFRS patients infected with PUUV or
DOBV. Levels of VEGF and sVEGFR-2 in plasma and
urine samples were compared with viral load and selected
Fig. 1 Comparison of VEGF and sVEGFR-2 levels in initial plasma and urine samples in HFRS patients. VEGF (LEFT) and sVEGFR-2 (RIGHT) were
measured in samples obtained in the ﬁrst week of illness (initial samples). UP: plasma samples; DOWN: urine samples. VEGF and sVEGFR-2 levels are
shown as log10 pg/ml. Dashed lines indicate 95% conﬁdence interval levels in the control group. The statistical comparison was made for all patients
(regardless of virus) vs. controls
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clinical and laboratory parameters to evaluate the use-
fulness of VEGF and sVEGFR-2 as biomarkers for disease
severity.
Results
VEGF and sVEGFR-2 in initial plasma and urine samples in
relation to hantavirus species
VEGF levels in the initial plasma samples were sig-
niﬁcantly higher in HFRS patients than in the control
group (Fig. 1), but no difference was observed in relation
to hantavirus species or severity of the disease course
(Table 1). In contrast to VEGF, levels of sVEGFR-2 in
initial plasma samples were signiﬁcantly lower in patients
with HFRS than in the control group; the same trend was
observed in patients with severe PUUV infection
(Table 1). In the initial urine samples, both VEGF and
sVEGFR-2 were higher in HFRS patients than in the
control group, but the difference was signiﬁcant only for
sVEGFR-2 (Table 1).
Association between viral load and plasma VEGF and
sVEGFR-2
Mixed effect regression models were used to compare
VEGF and sVEGFR-2 levels and viral load on consecutive
days. A signiﬁcant association was conﬁrmed between
sVEGFR-2 and viral load (p= 0.007), where an increase of
viral load correlated with decreased plasma sVEGFR-2.
Regarding plasma VEGF and viral load, a possible non-
linear association was found only for DOBV-infected
patients (p= 0.018).
Association between VEGF/sVEGFR-2 and clinical or
laboratory parameters
Analysis of association between time-dependent secre-
tion of plasma VEGF levels (transformed via log10) and
diuresis, eGFR, creatinine (log10), platelet count, CRP,
procalcitonin (log10), and D-dimer showed a signiﬁcant
positive linear association between plasma VEGF and
platelet count and diuresis (Table 2) and a non-linear
Table 1 VEGF and sVEGFR-2 levels in plasma and urine samples in HFRS patients
No. of patients VEGF sVEGFR-2
Median (min–max)
[pg/ml]




Control group 51 107.1 (35.9−262.8) 0.008 10326 (7800−14,662)
5992 (2872−25,000)
<0.001
HFRS patients 68a 147.7 (5.3−976.8)
DOBV All 12 79.8 (18.7−866.0) NT 4943 (4205−10,641) NT
Severe 7 73.6 (18.7−490.0) 4997 (4843−10,641)
Mild 5 265.3 (60.2−866.0) 4676 (4205−7113)
PUUV All 56 149.1 (5.3−976.8) 6518 (2872−25,000)
Severe 15 141.4 (31.4−601.6) 0.172 4311 (3200−20,117) <0.001
Mild 41 149.1 (5.3−976.3) 7014 (2872−25,000)
Urine samples
Control group 31 241.3 (20.5−657.7) 0.068 14 (0−25) <0.001
HFRS patients 21 437.9 (54.6−9821.0) 100 (0−2864)
DOBV All NT
Severe 2 1001 (605.0−1397) 1042 (332−1752) NT
Mild
PUUV All 19 304.6 (54.6−9821) 80 (0−2864)
Severe 4 1241 (266.0−9821) NT 1116 (63−2864) <0.001
Mild 15 182.1 (54.6−1282) 79 (0−1844)
The initial sample was obtained in the ﬁrst week of illness. p values indicate comparison between HFRS patients and the control group. PUUV-infected patients with
severe disease progression were also compared with the control group
NT not tested statistically. The bold numbers are statistically signiﬁcant.
a Two PUUV and three DOBV-infected HFRS patients were hospitalized later in the disease course
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positive association between plasma VEGF and CRP levels
(p= 0.005).
For plasma sVEGFR-2, only associations with platelet
count and daily diuresis were tested: signiﬁcant positive
linear associations with both platelet count and diuresis
were found (Table 2). The latter was also found in a
subgroup of PUUV-infected patients (p < 0.001).
In urine, both VEGF and sVEGFR-2 were negatively
linearly associated with blood platelet count and diuresis
(Table 2).
VEGF kinetics in plasma and urine samples
Analysis of the daily kinetics of plasma VEGF showed
signiﬁcantly higher levels in HFRS patients than in the
control group only between day 10 and day 15 of the
illness (Fig. 2, left). Comparison between DOBV- and
PUUV-infected patients showed that in DOBV infection,
plasma VEGF levels were higher at the beginning of the
disease (up to day 12), whereas in PUUV infection, plasma
VEGF peaked later, around day 15 of the HFRS, i.e., at the
time when patients usually enter the recovery stage of the
disease. No signiﬁcant difference was observed when
VEGF kinetics were observed over time.
VEGF kinetics were also investigated in concomitant
samples of plasma and urine. In DOBV-infected patients,
plasma VEGF levels were normal almost all the time, but
in urine they were considerably elevated (Fig. 2, right).
However, for DOBV urine samples, statistical analysis was
impossible because of the low number of available sam-
ples. However, in PUUV-infected patients, higher VEGF
levels were detected in urine samples, with a peak in the
ﬁrst days of illness.
Table 2 Association between VEGF/sVEGFR-2 levels and diuresis/platelet count in serially measured plasma and urine
samples from patients with HFRS
PLASMA URINE
log10 VEGF log10 sVEGFR-2 log10 VEGF log10 sVEGFR-2
Diuresis [ml] 0.00004 (p < 0.001) 0.0004 (p < 0.001) −0.0001 (p < 0.001) −0.0001 (p= 0.001)
Platelet count [109/l] 0.0009 (p < 0.001) 0.00004 (p < 0.001) −0.002 (p= 0.001) −0.004 (p < 0.001)
Estimated mixed effect regression coefﬁcients for tested parameters with p values are shown. Daily diuresis was measured in 58 HFRS patients and daily platelet count
was measured in 71 HFRS patients. For urine samples, mixed effect regression coefﬁcients were tested in 18 patients for diuresis and 21 patients for platelet count
Fig. 2 Kinetics of plasma VEGF and comparison of the kinetics in paired (plasma and urine) samples concomitantly collected; relation to
different hantavirus species. Daily plasma kinetics (LEFT; DOBV [UP], PUUV [DOWN]). Concomitantly collected plasma and urine (RIGHT; DOBV [UP],
PUUV [DOWN]) samples were available from 21 patients (19 infected with PUUV, 2 with DOBV). Levels of VEGF are shown as log10 pg/ml. The
horizontal line represents mean levels in the control group; dashed lines indicate 95% conﬁdence intervals. Each dot represents one measurement in
a tested patient
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sVEGFR-2 kinetics in plasma and urine samples
Investigation of sVEGFR-2 kinetics in plasma showed
signiﬁcantly decreased levels in HFRS patients at the
beginning of the disease (up to day 12) in comparison
with the control group (Fig. 3, left). However, levels of
plasma sVEGFR-2 were higher in PUUV-infected patients
than in DOBV-infected patients (p= 0.045).
Urine sVEGFR-2 levels were signiﬁcantly higher in
HFRS patients than in the control group during the ﬁrst
few days of illness (Fig. 3, right). In concomitantly
obtained samples from HFRS patients, levels of sVEGFR-2
were lower in plasma but higher in urine samples (Fig. 3,
right).
Discussion
The vascular endothelium is a complex system that
rapidly reacts and responds to the environment, changing
from inactive to activated and back again. Several severe
hemorrhagic syndromes, including HFRS, are character-
ized by excessive vascular permeability, microvascular
thrombosis, and inﬂammation that results from endo-
thelial cell dysfunction30. VEGF is a key regulator of
normal angiogenesis, during which it promotes endothe-
lial cell proliferation, differentiation, and migration.
However, it also increases vascular permeability, mediates
endothelium-dependent vasodilatation, and supports
vascular survival by preventing endothelial apoptosis24,31.
In our study, we analyzed VEGF and sVEGFR-2 kinetics
in HFRS patients and evaluated these biomarkers for the
identiﬁcation of individuals with progression to the severe
form of the disease. In the assessment of VEGF and
sVEGFR-2 kinetics in serial plasma samples from indivi-
dual DOBV- and PUUV-infected patients, most plasma
VEGF levels measured in HFRS patients were not sig-
niﬁcantly higher than those in the control group. How-
ever, based on the LOESS curve of VEGF dynamics,
differences were observed in VEGF secretion in relation to
virus species. In the PUUV-infected group, VEGF levels
peaked between day 10 and day 15 of illness, at the time
when patients usually enter the recovery stage of the
disease and are discharged from hospital; however, in
HFRS resulting from DOBV infection, no peak was seen
(Fig. 2).
To analyze the value of VEGF as a biomarker for disease
severity in HFRS patients, we compared acute plasma
samples obtained from patients infected with DOBV and
with PUUV in the ﬁrst week of illness. In contrast to some
studies in Hantaan- and DOBV-infected patients, where
an association of elevated serum VEGF with the severe
form of the disease has been reported15,16,19–21, no sig-
niﬁcant difference was observed in our study when
comparing the severe and mild course of disease,
regardless of the virus species. However, comparison of
measured biomarker levels across different studies
appears challenging, since we have shown that VEGF
levels in serum and plasma samples from the same
patient, collected on the same day, are signiﬁcantly dif-
ferent (Wilcoxon test, p= 0.04). VEGF values in serum
Fig. 3 Kinetics of plasma sVEGFR-2 and comparison of the kinetics in paired plasma and urine samples concomitantly collected; relation to
different hantavirus species. Daily plasma kinetics (LEFT; DOBV [UP], PUUV [DOWN]). Concomitantly collected plasma and urine (RIGHT; DOBV [UP],
PUUV [DOWN]) samples were available from 21 patients (19 with PUUV, 2 with DOBV). Levels of VEGF are shown as log10 pg/ml. The horizontal line
represents the mean level in the control group; dashed lines indicate 95% conﬁdence intervals. Each dot represents one measurement in a tested
patient
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are higher than the corresponding values in plasma (237.8
vs. 112.9 pg/ml). It has also been reported previously that
serum VEGF levels increase during clotting as a result of
VEGF release from platelets and that plasma samples
instead of serum represent free circulating VEGF more
accurately32,33.
The most affected target organs in HFRS are the kid-
neys, and the infection often results in acute renal
injury26; in the kidneys, VEGF and its receptors are
expressed in glomerular podocytes and in tubular and
peritubular epithelial cells24,34. The role of VEGF in
normal renal physiology is essentially unknown, except
that it is required for the growth and proliferation of
glomerular and peritubular cells, and it is secreted in the
urine directly from tubular cells under hypoxic stimula-
tion. Thus, levels of urinary VEGF might be a unique
indicator of renal hypoxia24,34. In DOBV-infected
patients, we found an increase in urine VEGF almost
throughout the hospitalization period. Comparison of
VEGF dynamics in plasma and urine showed higher levels
in urine. Moreover, in patients with chronic renal failure,
VEGF secretion in urine increased as renal function
decreased, suggesting increased VEGF secretion in resi-
dual nephrons during diffuse and continuous hypoxia 34.
In our study, a large majority of patients had impaired
kidney function with high creatinine values and low glo-
merular ﬁltration rate, and 17.8% (13/73) of patients
required dialysis treatment at least once during
hospitalization.
With regard to the role of VEGF in hantavirus patho-
genesis, an increase in plasma VEGF was associated with
an increased platelet count, which is one of the ﬁrst
markers of clinical improvement. In contrast, the urine
VEGF level was negatively associated with platelet count
and diuresis. These results suggest a dual role of VEGF:
ﬁrst, local secretion of VEGF in the kidneys followed by
renal impairment, and second, involvement in repair, as
implied by higher levels of plasma VEGF and improve-
ment of clinical parameters.
The effects of VEGF are mediated through two recep-
tors, VEGFR1 and VEGFR-2, which soak up secreted
VEGF and prevent engagement and activation of more
distant endothelial cells. In vitro studies have shown
increased vascular permeability upon treatment with
VEGF, involving complex signaling processes through
binding to VEGFR-2 and internalization of VE-cadherin27
or through activation of β3 integrin receptors, which are
present on endothelial cells and are major receptors for
pathogenic hantaviruses13,28,35. In DOBV-infected
patients, the level of sVEGFR-2 was lower in initial
plasma samples but higher in urine in comparison with
the control group. The ﬁnding of normal plasma VEGF
levels and lower plasma sVEGFR-2 levels suggests a
substantial difference in the circulating active VEGF
levels. A decrease of plasma sVEGFR-2 could be a
potential mechanism for VEGF-directed systemic per-
meability, where VEGF contributes to capillary leak by not
being inactivated by the receptor31. In the present study,
the plasma level of sVEGFR-2 was negatively associated
with viral load, but a positive linear association between
plasma sVEGFR-2 levels and both platelet count and
diuresis was recognized, with higher levels in the polyuric
stage of the disease (8421 pg/ml; min-max: 4277–17,614
pg/ml). The urine levels of sVEGFR-2 in PUUV-infected
patients decreased rapidly in a few days, but in DOBV-
infected patients, they remained high up to day 17 of the
illness. Increased sVEGFR-2 in the urine is probably a
means of clearing the VEGF/sVEGFR-2 complex and may
reﬂect the decreased sVEGFR-2 levels found in plasma. In
urine, sVEGFR-2 levels were negatively associated with
platelet count and diuresis in both virus species groups.
Furthermore, patients with hemorrhagic manifestations
had very high plasma (454 pg/ml; min-max: 106.5–1683
pg/ml) and urine (8034 pg/ml; min-max: 5574–12,395 pg/
ml) VEGF levels and high levels of urine sVEGFR-2 (787
pg/ml; min-max: 6–2869 pg/ml).
Our study is the ﬁrst study investigating daily secretions
of VEGF and sVEGFR-2 in plasma and urine samples in
patients infected with PUUV or DOBV. We have shown
that VEGF plays a ﬁne-tuning role in hantavirus patho-
genesis; it is implicated in microvascular permeability at
the beginning of the disease, possibly by decreasing
receptor levels in the blood, and in the late phase it is
involved in repair and remodeling of the vascular endo-
thelium. Since VEGF acts in the near vicinity (within 0.5
mm) of its release, measuring local secretion of VEGF and
sVEGFR-2 in urine might be useful biomarkers for iden-
tifying those HFRS patients who will progress to severe
disease, but it requires further study.
Materials and methods
Patients
The study was performed on 73 hospitalized HFRS
patients (58 males, 15 females), 58 infected with PUUV
and 15 infected with DOBV. Diagnosis of HFRS was based
on clinical ﬁndings (at least two of three: fever >38 °C,
acute kidney injury, thrombocytopenia) and was con-
ﬁrmed serologically by an indirect immunoﬂuorescence
assay (IFA), enzyme-linked immunoassay IgM and IgG
tests (ELISA) speciﬁc for DOBV and PUUV as well as
with molecular one-step quantitative reverse transcription
RT-PCR assay tests11,36,37. Acute DOBV or PUUV infec-
tion was conﬁrmed molecularly in all patients included in
the study.
After each patient was discharged from the hospital, a
detailed medical chart was collected, and signiﬁcant
clinical and laboratory parameters were collected in order
to grade disease severity (Supplementary Table S1). The
Pal et al. Emerging Microbes & Infections (2018)7:89 Page 6 of 9
criteria for severe HFRS were as follows: thrombocyto-
penia <50×109/l and the need for dialysis; or thrombo-
cytopenia <50×109/l and the presence of >2 of the
following: bleeding, oliguria/anuria, and levels of urea
and/or creatinine at least 4× higher than the upper nor-
mal level. Patients who did not meet the above criteria
were allocated to the mild disease category. Among the
patients infected with PUUV, 15 were categorized as
having severe disease, and 43 had mild disease. Among
the 15 patients infected with DOBV, 6 fulﬁlled the criteria
for severe disease.
To study the kinetics of secretion of VEGF and
sVEGFR-2, 599 serial blood with EDTA and 182 serial
urine samples were analyzed. Both blood and urine
samples were collected in the morning and then cen-
trifuged (plasma was removed from cells and stored
separately), aliquoted and stored at −80 °C until further
use. Plasma and urine aliquots were used to determine
VEGF and VEGFR-2 concentrations, and cell aliquots
were used for RNA isolation. In addition, plasma and
serum samples were collected on the same day from 29
patients to compare VEGF levels in both sample types.
Control group
The control group consisted of 51 healthy adult
volunteers (32 males, 19 females) with an age distribution
between 18 and 62 years (mean 37). Plasma (51) and urine
samples (31) were concomitantly collected and prepared
using the same protocol as for the patients.
RNA extraction
Total RNA was extracted from whole blood samples
with a TRIzol Plus RNA puriﬁcation kit (ThermoFisher
Scientiﬁc, MA, USA) in accordance with the manu-
facturer’s instructions.
Virus genetic typing
The genetic typing of PUUV and DOBV was done with
a multiplex real-time RT-PCR assay speciﬁcally targeting
Slovenian DOBV and PUUV genetic lineages. The mul-
tiplex real-time RT-PCR assay targeted the DOBV M
segment (97 bp) and PUUV S segment (186 bp) and was
performed using primers DOB D (ACTTTAAGACAAC
CAATA), DOB L (GGGCAGTGTATTTATTCAG), PUU
D (GGAGTAAGCTCTTCTGC), PUU L (ACATCATTT
GAGGACAT) and probes DOB MGB (FAM-ACCAC
ATTCTGCTTTGG-MGB-NFQ) and PUU MGB (VIC-
AGACCAAAGCATTTATATG-MGB-NFQ). Real-time
RT-PCR conditions were established for ABI7500 Fast
(ThermoFisher Scientiﬁc, USA) with the following tem-
perature protocol: 50 °C for 5 min, 95 °C for 20 s, followed
by 45 cycles of 95 °C for 3 s, 55 °C for 30 s and 60 °C for 30
s. A total of 20 µl of reaction mix consisted of: 5 µl Taq-
Man® Fast Virus 1-Step Master Mix, 0.6 µl of 50 µM
primer DOB D, 0.4 of 50 µM primers DOB L, PUU D and
PUU L, 0.3 µl of 20 µM of probes DOB MGB, PUU MGB,
7.6 µl MGB water (MolBio grade, Hamburg, Germany)
and 5 µl of the extracted RNA.
Viral load
Viral load in the whole blood samples was measured
daily using a quantitative version of the multiplex RT-
PCR assay described above. For standards, DNA frag-
ments containing sequence information from Slovenian
DOBV, PUUV and a control sequence (375 bp) were
synthesized through gBlocks® Gene Fragments (Integrated
DNA Technologies, Coralville, Iowa). Standards were
prepared according to the manufacturer’s instructions.
VEGF
VEGF level was measured using the MILLIPLEX MAP
Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel (HCY-
TOMAG-60K; Merck Millipore, Darmstadt, Germany)
according to the manufacturer’s instructions. The test was
performed on a MagPix instrument (Merck Millipore), and
the results were analyzed using Xponent Software 4.2 and
the Milliplex Analyst program (Merck Millipore).
sVEGF-R2
Soluble VEGFR-2 was measured using a Quantikine®
ELISA kit (R&D Systems, USA) according to the manu-
facturer’s instructions.
Statistical analysis
The R environment was used for all statistical analyses.
Smooth lines in graphs were calculated using the LOESS
smoothing procedure (local polynomial regression ﬁtting)
in order to gain an impression of general time trends in
the data. As most patients were not hospitalized for longer
than 30 days post-onset of the disease, later measure-
ments were omitted from the statistical analyses. In the
control group, 95% conﬁdence intervals were calculated
using bootstrap (in order to avoid the inﬂuence of out-
liers). The bounds are plotted as dashed horizontal lines
in the graphs. A conﬁdence level of 0.05 was used in
exploratory mixed-effect regression models (R package
nlme) for comparisons between the viruses or levels of
disease severity. In mixed-effect models for the assess-
ment of associations between VEGF/sVEGFR-2 and
clinical/laboratory parameters, a conﬁdence level of 0.005
was considered signiﬁcant (Bonferroni correction for 17
tests). The same conﬁdence level was used in
Mann–Whitney tests for pair-wise comparisons between
patients and controls and for testing differences in initial
samples (multiple comparisons). Only descriptive reports
were made for comparison of a subgroup of DOBV
patients with urine samples, since the patient group was
too small to permit statistical evaluation.
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Information on the sequential appearance, duration, and magnitude of clinical and labora-
tory parameters in hemorrhagic fever with renal syndrome (HFRS) is limited.
Methods
Analysis of clinical and laboratory parameters obtained serially in 81 patients with HFRS, of
whom 15 were infected with Dobrava virus and 66 with Puumala virus.
Results
The initial signs/symptoms, appearing on median day 1 of illness, were fever, headache,
and myalgia. These were present in 86%, 65%, and 40% of patients and had a median dura-
tion of 4, 4, and 5.5 days, respectively. The signs/symptoms were followed by myopia
(appearance on day 5), insomnia (day 6), oliguria/anuria (day 6), polyuria (day 9), and sinus
bradycardia (day 9.5). These were present in 35%, 30%, 28%, 91%, and 35% of patients;
their median duration was 2, 2, 2, 7, and 1 day, respectively. Laboratory abnormalities,
including thrombocytopenia, elevated alanine aminotransferase, CRP, procalcitonin, creati-
nine, diminished glomerular filtration rate, and leukocytosis, were ascertained on admission
to hospital or on the following day (day 5 or 6 of illness) and were established in 95%, 87%,
99%, 91%, 94%, 87%, and 55% of patients, and had a median duration of 4, 3, 7, 3, 9, 8,
and 2 days, respectively. Comparison of patients infected with Dobrava and Puumala
viruses found several differences in the frequency, magnitude, and duration of abnormali-
ties, indicating that Dobrava virus causes the more severe HFRS.
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Conclusions
In the majority of patients, the classic clinical distinction into febrile, hypotonic, oliguric,
polyuric, and convalescent phases of illness is unclear.
Introduction
Pathogenic hantaviruses are the etiologic agents of two clinical syndromes in humans, namely
hemorrhagic fever with renal syndrome (HFRS) in Eurasia and hantavirus (cardio)pulmonary
syndrome in the Americas [1]. The viruses are primarily carried by rodents, shrews, moles,
and bats [2]. Transmission to humans occurs via aerosols or dust particles of virus-contami-
nated rodent urine, feces, or saliva, and probably also via food or hands contaminated by these
excretions [3].
The clinical spectrum of hantavirus infections ranges from asymptomatic infection to
severe disease with fatal outcome, depending, in part, on the causative virus [4±8]. The onset
of HFRS is abrupt with fever accompanied by myalgia, headache, transient myopia, nausea,
vomiting, diarrhea, abdominal pain, back pain, flushed face, and dizziness [5, 6, 9]. Although
renal injury is a distinctive feature of HFRS, various extrarenal manifestations can develop,
with pulmonary, hemorrhagic, pancreatobiliary, central nervous system, endocrine, and car-
diovascular events [7, 10, 11].
The pathogenesis of HFRS is only partially understood [12]. Capillary leakage is the charac-
teristic of hantavirus disease, resulting in tissue edema and organ failure [2, 13].
In Slovenia, a small Central European country of approximately 20,000 km2 and with two
million inhabitants, several small mammal species have been confirmed to harbor hantavi-
ruses: Apodemus flavicollis (Dobrava virus, genotype Dobrava, DOBV), Apodemus agrarius
(Dobrava virus, genotype Kurkino, DOBV-Kurkino), Myodes glareolus (Puumala virus,
PUUV), S. areanus (Seewis virus), Microtus agrestis, Microtus arvalis and Microtus subterra-
neus (Tula virus). Three of the viruses, namely the DOBV, DOBV±Kurkino and PUUV, cause
disease in humans, with significant differences in the severity of illness. Disease caused by
PUUV and DOBV- Kurkino has usually a mild clinical course with a fatality rate <1%,
whereas DOBV infections cause a more severe form of HFRS with an approximate 10% case
fatality rate [5, 6, 14±16]. In the 31-year period from 1985 to 2015, 544 cases of HFRS (136
infected with DOBV, 4 infected with DOBV-Kurkino and 404 with PUUV) were identified in
Slovenia; 188 of these were diagnosed in 2012, when the largest epidemics of HFRS occurred.
The main aim of our study was to gain detailed insight into HFRS dynamics by analyzing
sequential (mostly daily) values of selected clinical and laboratory parameters in patients with
HFRS caused by PUUV or DOBV (genotype Dobrava) infection.
Patients and methods
Ethics
The study was conducted according to the principles expressed in the Declaration of Helsinki
and was approved by the Slovenian National Medical Ethics Committee (69/03/12). Written
informed consent was obtained from all the patients.
Patients
The study comprised patients with HFRS hospitalized in three Slovenian hospitals (General
Hospital Murska Sobota, University Medical Center Ljubljana, and General Hospital Novo
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and analysis, decision to publish, or preparation of
the manuscript.
Competing interests: The authors have declared
that no competing interests exist.
mesto) in the years 2012±2013, for whom information was obtained prospectively, and a sub-
set of patients participating in previous studies in the years 2007±2011 [8, 15, 17]. All the
patients fulfilled three basic criteria: (a) an illness clinically compatible with HFRS and sub-
stantiated with at least two of three findings (fever >38ÊC, acute renal failure, thrombocytope-
nia); (b) acute hantavirus infection confirmed by immunofluorescence assay [6]; and (c)
available serial (at least every other day during a minimum period of 5 days) follow-up of clini-
cal findings and laboratory parameters. The patients were grouped according to the etiology
(HFRS caused by PUUV or DOBV), each of the two groups being further classified into sub-
groups with mild or severe disease. The latter classification was based on clinical and labora-
tory parameters [8, 15]. Criteria for severe HFRS were: 1. The need for dialysis, or 2. The
lowest systolic blood pressure <90 mm Hg and/or clinical signs of shock, or 3. Thrombocyto-
penia <50 x109/L and the presence of a) bleeding and/or b) renal failure manifested with oli-
guria (diuresis <500 mL/day) and/or >4 x higher than the upper normal level of urea or
creatinine.
Data collection
Clinical data and laboratory findings were obtained serially (typically daily) from each patient
by means of a standardized questionnaire as a part of prospective study in the years 2012±2013
and/or evaluation of medical records for a subset of patients participating in previous studies.
Clinical data consisted of fever, systolic blood pressure, diuresis, headache, myalgia, insomnia,
heart rate, acute myopia, dizziness, ascites, pleural effusion, and hemorrhagic manifestations.
Laboratory findings included leucocyte and platelet counts, concentrations of C-reactive pro-
tein (CRP), procalcitonin (PCT) and creatinine, glomerular filtration rate (eGF) estimated
using the Cockcroft-Gault equation, alanine aminotransferase (ALT) level, serum albumin
concentration, prothrombin time (PT) expressed as the international normalized ratio, and
activated partial thromboplastin time (aPTT).
Serum IgM and IgG antibodies against PUUV and DOBV were determined using commer-
cially available enzyme immunoassays: Reagena DOBRAVA-HANTAAN IgM EIA, Reagena
DOBRAVA-HANTAAN IgG EIA, Reagena PUUMALA IgM EIA and Reagena PUUMALA
IgG EIA (Reagena International Oy Ltd, Toivala, Finland), as described elsewhere [15, 17]. For
determination of the hantavirus genotype and daily viral load, total RNA was extracted from
whole blood samples using TRIzol™ Reagent (ThermoFisher Scientific) according to the manu-
facturer's instructions. Hantavirus RNA was quantified in a multiplex one-step real-time
RT-PCR assay specific for Slovenian DOBV and PUUV, as previously described [17].
Statistical methods
Medians and ranges were used for numerical variables and percentages for categorical vari-
ables. The Mann±Whitney and Fisher exact tests were used for comparison of numerical and
categorical variables between two groups, respectively. Population values were indicated by
95% confidence intervals for percentages. To control for the false discovery rate, reported P
values were adjusted using the Benjamini±Hochberg correction procedure. R statistical lan-
guage was used for the analysis [18].
Results
Eighty-one out of 155 (53%) HFRS patients treated in three Slovenian hospitals in the period
2007±2013 had available serial clinical findings and laboratory parameters and thus fulfilled
the study inclusion criteria. Of these 81 patients, 48 (59%) were enrolled in the study in the
years 2012 and 2013 (for them information was obtained prospectively) while 33 participated
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in previous studies in the years 2007±2011 [8, 15, 17]; the latter represent all patients for whom
serial clinical findings and laboratory parameters were available. The median age of the
patients was 39 (range 18±81) years; 66 patients (81%) were male. Among the 81 patients, 66
were infected with PUUV and 15 with DOBV, genotype Dobrava. The main assumed route of
infection was through inhalation during outdoor activities (e.g., farmers, recreational activities,
gardeners, bricklayers) or during cleaning of basements or attics. One quarter of patients
recalled direct contact with rodents 2±3 weeks before disease onset. In 41/81 (51%) patients
the illness began between June and August. Primary care physicians referred the patients to
hospital with various diagnoses, most commonly with unspecified febrile illness, enterocolitis,
or acute pyelonephritis; HFRS was the referral diagnosis in only four cases (Table 1). The ini-
tial symptoms of illness began 5 (1±12) days before admission to hospital: 5 (1±11) days in
patients infected with PUUV and 6 (3±12) days in patients with DOBV. The median hospitali-
zation time was 10 (4±74) days; the corresponding durations of hospitalization for PUUV and
DOBV infected patients were 10 (4±32) and 22 (7±74) days, respectively (P = .012). Among
the 81 patients, 56 (69%) had mild HFRS and 25 (31%) the severe form. In the PUUV group,
16/66 (24%) patients had severe disease; the corresponding finding for the DOBV group was
9/15 (60%) (P = .056). One patient in the DOBV group died.
Results of serial (typically daily) measurements of clinical and laboratory parameters in
patients with HFRS caused by DOBV/PUUV are shown in Tables 2 and 3, and outlined in Fig
1 and S1 Fig. Detailed information on their dynamics is given in S2 and S3 Figs. In the major-
ity of patients the classic clinical distinction into febrile, hypotonic, oliguric, polyuric, and con-
valescent phases of illness was not evident.
Symptoms and signs
The most regular and usually the initial clinical sign was fever, which was present in 86% of
patients and lasted for 4 (1±9) days. The median highest temperature was 39.3ÊC (38ÊC±41ÊC).
Headache was reported by 65% of patients, mostly appearing early in the course of illness and
with a median duration of 4 days. The other early symptom was myalgia, present in 40% of
patients, most prominent on days 3 and 4, and lasting for a median of 5.5 days.
Table 1. Diagnoses with which patients were referred to hospital by primary care physicians.
Patients infected with PUUV
(No. = 66)
Patients infected with DOBV
(No. = 15)
Unspecified febrile illness 27 (41%) 5 (33%)
Enterocolitis 8 (12%) 3 (20%)
Acute pyelonephritis 4 (6%) 3 (20%)
Meningitis 3 (5%) 0
HFRS 3 (5%) 1 (7%)
Sepsis 3 (5%) 1 (7%)
Pancreatitis 2 (3%) 1 (7%)
Ehrlichiosis 2 (3%) 0
Viral infection 1 (1%) 2 (13%)
Other referral diagnosis 9 (14%) 0
DOBV Dobrava virus; PUUV Puumala virus
Some patients had more than one referral diagnosis.
Diagnoses that were given to individual patients with HFRS included acute kidney failure, acute respiratory failure,
blurred vision, headache, pneumonia, vomiting, hepatopathia, endocarditis, and thrombocytopenia.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197661.t001
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Fig 1. Clinical and laboratory parameters in patients with hemorrhagic fever with renal syndrome infected with Puumala or Dobrava virus. The number of
patients with measured individual parameters is shown on the right-hand edge of the picture. The length of the solid line shows the median of symptom duration;
the start of the line equates to the median day of symptom onset (see Tables 2 and 3). The dashed line indicates days of illness where at least four measurements
were obtained (dashed lines for diuresis in patients with Dobrava virus start only at day 6 of illness; PT and aPTT measurements have a relatively small number of
patients with sufficient measurements). Light shaded area corresponds to days of illness when up to 50% of patients were still hospitalized. Dark shaded area
corresponds to days of illness when up to 33% of patients were still hospitalized. Definitions: fever:38.0ÊC; oliguria:500 mL/day; polyuria:2500 mL/day;
systolic blood pressure (BP):90 mmHg; platelet count:<130 x 109/L; leukocytosis:>10 x 109/L; elevated creatinine:>97 μmol/L; diminished eGFR:<60 mL/
min/1.73 m2; elevated serum ALT:>0.56 μkat/L; elevated CRP:>5 mg/L; elevated procalcitonin (PCT):>0.5 μg/L; prolonged prothrombin time (PT):>1,
activated partial thromboplastin time (PTT):>36 s. PUUV, Puumala virus; DOBV, Dobrava virus.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197661.g001
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Oliguria/anuria was present on day 6 (4±10) of illness and lasted for 2 (1±12) days; it was
observed in 28% of patients. Diuresis increased afterwards, with polyuria (2500 mL/day) that
typically appeared on day 9 of illness and persisted for 7 (1±37) days; the median of the most
abnormal values was 6600 (2500±12000) mL. Among the 81 patients, 10 (12%) required dialy-
sis that started on day 9 (3±21) of illness and lasted for 3.5 (1±28) days.
Sinus bradycardia was detected in 35% of the HFRS patients; it appeared on day 9.5 (4±26)
of illness and was mostly of short duration. Thirty-five percent of HFRS patients reported
acute transient myopia; it appeared on day 5 (2±12) of illness and lasted for 2 (1±33) days.
Other signs and symptoms shown in Table 2 were detected or reported in30% of patients
with HFRS.
Comparison of HFRS caused by PUUV or DOBV in our patient sample found that the pro-
portions of patients with headache and myalgia were higher in those infected with PUUV,
whereas the proportions of patients with ascites, pleural effusion, bleeding, oliguria/anuria,
and those who needed dialysis were higher in the group infected with DOBV (S2 Fig). How-
ever, not all the differences were statistically significant (Table 2).
Laboratory parameters
Leukocytosis was identified in 55% of patients and thrombocytopenia (<130 x 109/L) in nearly
all (95%) patients on hospital admission. The lowest platelet count was observed on day 5 of ill-
ness (S3 Fig) and rose to normal values in a median of 4 days.
Elevated levels of CRP (>5 mg/L) and PCT (>0.5 μg/L) were present in 99% and 94% of
patients, respectively, and were detected on median day 5 of disease; i.e., on admission to hos-
pital. In 64/81 (79%) patients the level of CRP was50 mg/L. Elevated creatinine was found in
94% of patients at 1±12 (median 6) days after the onset of illness. The majority of patients were
discharged from hospital with some degree of renal failure.
Elevated ALT values (usually 2±3 x upper normal values) were found in 53% of patients;
aPTT was prolonged in 21/37 (57%) patients (Table 3).
Comparison of HFRS caused by PUUV or DOBV in our sample showed several differences.
Patients with DOBV infection had more pronounced leukocytosis and higher levels of PCT, as
well as higher proportions with elevated ALT values and prolonged aPTT.
These findings and several others are shown in Table 3 and S3 Fig.
Discussion
Our study provides detailed information on the onset, duration, and magnitude of clinical
signs/symptoms and laboratory abnormalities in HFRS, together with information on the pro-
portion of Slovenian patients with individual abnormalities present during the course of ill-
ness. The study corroborates previous findings on the course and outcome of HFRS, including
the frequency of the main clinical signs/symptoms and laboratory abnormalities [5, 6, 9, 19±
23] and the existence of PUUV and DOBV as causative agents of the disease in Slovenia [5, 6];
it also provides further information on differences in the corresponding disease severity [5, 6].
A more severe clinical course in patients infected with DOBV was suggested by the higher pro-
portion of patients fulfilling the criteria for severe disease, such as the presence of oliguria/
anuria and the need for dialysis; higher proportions of patients with ascites, pleural effusions,
and major bleeding; and longer hospitalization. Although not all the differences were statisti-
cally significant they showed identical tendencies (Table 2).
Our study confirms that middle-aged men pursuing outdoor activities during the summer
are the key affected population, and also that the disease is seldom recognized by primary care
physicians. Although the presence of HFRS in Slovenia has been known for more than 35
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years [24, 25], and despite heightened medical and public (media) interest during a large epi-
demic in 2012 [14, 26], only 4/81 (5%) patients in our study were referred to hospital with a
suggestion of having HFRS (Table 1). One of the difficulties of diagnosis relates to the unusual
laboratory findings; namely, HFRS, although a viral disease, is characterized by laboratory
parameters suggesting bacterial infection [5, 27, 28]. Our study found that CRP and PCT levels
were elevated in >90% of patients, that elevations were typically present on admission to hos-
pital, and that their median duration was 7 and 3 days, respectively (Table 3).
It is well accepted that the main clinical hallmarks of HFRS are renal failure and hemor-
rhagic manifestations, and that the disease is characterized by laboratory findings indicating
renal function impairment, thrombocytopenia, and elevated ALT levels. Indeed, thrombocyto-
penia, some degree of renal function impairment, and elevated ALT levels were observed in
almost all our patients. Thrombocytopenia was usually present on admission (5 days after
onset of illness) and lasted for 4 (1±16) days. The lowest platelet count (median 55 x 109/L) was
on day 5 of illness, at the end of fever; thereafter, no further decline in platelet count occurred.
In contrast to the laboratory findings, only 28% of our patients had clinically overt renal failure
manifested as oliguria or anuria (21% with PUUV, 67% with DOBV). This finding is in accor-
dance with several [5, 6, 29] but not all previous reports; for example, in a German study oli-
guria was described in as many as 32/75 (43%) patients with PUUV infection [20].
Nevertheless, in the present study the frequency of oliguria was even lower than the occurrence
of blurred vision, which is the result of transient myopic shift due to lens thickening, and is
considered a pathognomonic sign of HFRS. The reported rates of blurred vision vary consider-
ably: from 22% to 87% in patients with PUUV infection [5, 6, 9, 30, 31]. In our study, acute
myopia was reported by 35% of patients. It appeared 2±12 (median 5) days after the onset of
illness and was of short duration (median 2 days). Similar findings were obtained for sinus bra-
dycardia, another striking but rarely reported transient manifestation of HFRS [5, 32] that is
usually associated with hypotension [33]. In the present study it was detected in 28/81 (35%)
patients, but started later in the course of illness than blurred vision and was mostly of short
duration (Table 2).
Clinically overt bleeding is rare in European patients with HFRS [5, 6, 9]. In our study it
was present in only 7/81 patients (9%), which is low for a disease entitled ªhemorrhagicº and
further supports the suggestion that some other designation, such as hantavirus disease, would
be more appropriate.
There is increasing evidence of similarities between HFRS and (cardio)pulmonary syn-
drome, as pulmonary involvement can also be present in HFRS [34]. In a German report,
abnormal chest X-ray findings suggesting pulmonary infiltrates or pleural effusions were pres-
ent in 12/75 (16%) of patients with PUUV infection [20]. In the present study, minor alveolar
pulmonary infiltrates were detected in only 2/66 (3%) patients with PUUV infection and 2/15
(13%) with DOBV. Pleural effusions were present in 12/81 (15%) patients: in 5/66 (8%) with
PUUV infection and in 7/15 (47%) with DOBV (P = .012). The effusions were detected on
median day 8 of illness and were often associated with the presence of ascites (Table 2), sug-
gesting vascular leakage and/or over-hydration.
The design of our study, which is±to the best of our knowledge±the first comprehensive
prospective study presenting the daily evolution of clinical and laboratory findings in HFRS,
has enabled assessment of the proportion of patients with individual signs/symptoms/lab-
oratory abnormalities present on each day of illness (S2 and S3 Figs). The study also allowed
evaluation of the onset, duration, and magnitude of several clinical signs/symptoms and
laboratory abnormalities (Tables 2 and 3). Our results showed that the classic evolution
through five distinct phases (febrile, hypotensive, oliguric, polyuric, and convalescent) is often
unclear.
Hemorrhagic fever with renal syndrome
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Not all patients with HFRS but only those hospitalized in a subset of Slovenian hospitals
and for whom serial clinical findings and laboratory parameters were available were enrolled
in the present study, which might represent selection bias. The other main limitations of the
study are the small number of patients with DOBV infection and the incomplete capture of
some laboratory and clinical data (collection errors), resulting in serial evaluation of individual
parameters in fewer patients. In addition, since chest X-ray and abdominal ultrasound were
not performed daily, we possibly missed some information on the frequency, onset, and dura-
tion of pulmonary infiltrates and pleural/abdominal effusions. Furthermore, in contrast to
symptoms, some HFRS signs and nearly all laboratory parameters could be (reliably) evaluated
only during hospitalization (the median time of illness before hospitalization was 5 days).
Thus, the actual onsets of signs and laboratory parameters were most likely to be earlier than
recorded in our study; consequently, the durations of abnormalities could be longer if moni-
tored systematically from the very beginning of the disease.
Conclusions
Knowledge of the exact onset, duration, and magnitude of clinical signs/symptoms and labora-
tory abnormalities in HFRS, as well as information on the proportion of patients with individ-
ual abnormalities during the course of illness, are important in management of HFRS. The
classic evolution of HFRS through five distinct phases (febrile, hypotensive, oliguric, polyuric,
and convalescent) is often not evident.
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S1 Fig. Timeline dynamics of specific IgG and IgM antibodies, and plasma viral load in
patients infected with Puumala or Dobrava virus.
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